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Uber Bakterienproteasen. I. 
Von 
Ernst Masehmann. 
(Aus der Biochemischen Abteilung des Georg Speyer-Hauses 
in Frankfurt a. M.) 
(Eingegangen am 16. August 1937.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Unsere Kenntnisse iiber das Enzymsystem der Bakterien, das in 
vitro durch seine Wirkungen gegeniiber Proteinen und Peptiden gekenn- 
zeichnet werden kann, sind noch recht mangelhaft!. Wir haben uns 
deshalb die Aufgabe gestellt, diese Kenntnisse zu erweitern und zu 
vertiefen. Zu diesem Zwecke untersuchen wir die Bildungsbedingungen 
des proteolytischen Systems bestimmter pathogener und apathogener 
Mikroorganismen, versuchen diesesS ystem in seine einzelnen Glieder 
zu zerlegen und die Teilenzyme anzureichern, um ihre Eigenart im 
hochgereinigten Zustande kennenzulernen und um sie mit den bekannten 
Proteasen des Pflanzen- und Tierreiches vergleichen zu kénnen. Dariiber 
hinaus soll an Hand hochgereinigter Praiparate angestrebt werden, 
Einblicke in den Aufbau der Proteasen und Kenntnisse iiber die chemi- 
sche Natur ihrer enzymatischen Wirkungsgruppen zu erlangen. Wir 
vermuten, da die Bakterienproteasen fiir solche Untersuchungen be- 
sonders geeignet sind. 

AuBer diesen rein enzymatischen Fragen interessiert uns noch z. B. 
die Frage etwaiger Beziehungen des Proteasen-Bildungsvermégens 
gelatineverfliissigender pathogener Mikroorganismen zu ihrer ,, Virulenz‘. 
Auf die Bedeutung, die solche Kenntnisse in Hinsicht auf ihre Nutzbar- 
machung beim therapeutischen Handeln haben kénnten, soll nur hin- 
gewiesen werden. 

Zur Einfiihrung in das Gebiet haben wir uns den schon mehrfach 
untersuchten Proteasen der gelatineverfliissigenden, apathogenen Bak- 
terien — des B. prodigiosus, B. pyocyaneus und B. fluorescens lique- 
faciens — zugewandt und uns zuerst bemiiht, die Proteinasen dieser 
Bakterienarten, wie sie in den Kulturen vorliegen, besser, als dies 
bisher geschehen ist, zu kennzeichnen. Von diesen wie auch von anderen 
Bakterienproteinasen wird heute angenommen, da sie zu den ,, Papai- 
nasen“ gehéren oder ,,papainahnlich* sind. 


1 Literatur iiber Bakterienproteasen bis ungefahr 1929 siehe bei C.Oppen- 
heimer, ,,Bakterienenzyme“ im Handb. d. pathog. Mikroorganismen, 3 Aufl., 
Bd. I, 2, 8S. 1195. 
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E. Maschmann: 


Um die Stellung der Proteinasen der drei Bakterienarten innerhalb 
des von W.Grassmann! vorgeschlagenen Systems der Proteasen fest- 
legen zu kénnen, haben wir die Proteinase zahlreicher Bakterienstamme 
von den Peptidasen, soweit dies notwendig war, d. h. wenn Peptidasen 
in den Kulturfiltraten vorlagen, abgetrennt, angereichert, ihr optimales 
Wirkungsbereich bestimmt und den Einflu8 verschiedener Zusatzstoffe 
auf ihre Wirksamkeit gegeniiber Gelatine, Casein und Clupein untersucht’. 

Unsere Ergebnisse in bezug auf die systematische Stellung der 
Proteinasen der drei Bakterienarten stiitzen nicht die Ansicht, daB diese 
Proteinasen zu den ,,Papainasen“* gehéren oder ,,papainaihnlich* sind*. 
Ebensowenig deuten die bisherigen Beobachtungen auf eine Zugehdérig- 
keit dieser Bakterienproteinasen zur Gruppe der ,,Tryptasen“ hin; 
sie besagen vielmehr, daB die Enzyme Vertreter einer neuen Proteinase- 
gruppe sind, die zwischen den Papainasen und Tryptasen einzuordnen 
ist. Die Berechtigung einer solchen Einordnung hangt davon ab, ob 
die Kinheitlichkeit dieser Bakterienproteinasen durch die weitere Unter- 
suchung sichergestellt wird. 

Der Teil des proteolytischen Systems der Bakterien bzw. ihrer 
Kulturen, den wir als Proteinase bezeichnen, laBt sich — _ vor- 
laufig kennzeichnen: 1. Durch seine optimale Wirkung gegeniiber 
Gelatine, Casein und Clupein* bei py = 7, 2. durch die Nichtaktivier- 
barkeit dieser Wirkung durch Cystein, SH-Glutathion und Blausaure °, 
3. durch die Unbeeinflubbarkeit “dieser Wirkung durch Enterokinase, 
Ascorbinsaure, Ferrocyankalium, Hydrazin und besonders durch Jod- 
essigsiure und 4. durch eine teilweise Hemmbarkeit dieser Wirkung 
durch Quecksilber und durch einen (im folgenden noch naher be- 
schriebenen) verschiedenartigen EinfluB des Kupfers auf diese Wirkung. 
(Die beobachtete teilweise Hemmung der Wirksamkeit auch peptidasen- 
freier Proteinasepraparate durch SH-Substanzen und Blausaure, von 
der wir anfainglich annahmen, dab sie kennzeichnend fiir die Bakterien- 
proteinasen wire, hat sich als unspezifisch erwiesen.) Da die peptidasen- 
freien Proteinasen der drei Bakterienarten sich bisher im wesent- 


1 Vgl. Ergebn. d. Enzymforsch. 1, 128, 1932. — ? Die ersten Enzym- 
bestimmungen hat Frl. Dr. Z. Helmert ausgefiihrt. Bei der experimentellen 
Durchfiihrung der gesamten Arbeit haben mich die Herren W. Freund 
und E. Franz aufs beste unterstiitzt. — 3? Es sei in diesem Zusammenhang 
erwahnt, da®B wir in S-freien Nahrlésungen mit Prodigiosus- und Pyo- 
cyaneusstaémmen proteolytisch wirksame Kulturfiltrate erhielten. Da8 der 
B. pyocyaneus sich in schwefelfreien Nahrlésungen in Passagen ziichten 
laBt, hat schon F. Friedlein (diese Zeitschr. 194, 273, 1928) gezeigt. — 
4 Das Clupein verdanke ich der Liebenswiirdigkeit von Herrn Prof. K. Felix. 
— 5 Auf Grund einer miindlichen Unterredung (12. Juli 1937) sind Her 
Prof. G. Gorbach und ich iibereingekommen, gemeinschaftlich zu untersuchen, 
worauf unsere verschiedenen Befunde iiber das Verhalten der Proteinasen 
der drei Bakterienarten gegeniiber Papainasenaktivatoren zuriickzufiihren 
sind. 
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Uber Bakterienproteasen. I. 


lichen gleichsinnig verhalten haben, nehmen wir einstweilen an, 
daB sie identisch sind. Ob der Teil des Enzymsystems, den wir als 
Proteinase bezeichnen, einheitlicher Natur ist, d. h. ein einziges Enzym- 
individuum darstellt, oder aus zwei bzw. mehreren Enzymindividuen 
von gleichem oder ahnlichem Wirkungsbereich, aber verschiedener 
Wirkungsweise zusammengesetzt ist, werden wir aufmerksam verfolgen. 

Neben der Proteinase enthalten altere Kulturen der drei Bakterien- 
arten regelmaBig, jiingere nicht immer meBbare Mengen von Pepti- 
dasen, und zwar Dipeptidase und Aminopolypeptidase. Diese werden 
durch Cystein, Blausiure und Kupfer gehemmt, durch Ascorbinsaure, 
Jodessigsiure und Hydrazin nicht beeinfluBt. Die Bouillonkulturen 
der drei Bakterienarten enthalten in der Regel mehr Di- als Amino- 
peptidase, wahrend beispielsweise Pyocvaneus- und Liquefacienskulturen, 
von bestimmten ,,synthetischen’* Nahrlésungen stammend, viel mehr 
Amino- als Dipeptidase enthalten. In diesen Kulturen tritt die Amino- 
polypeptidase fast gleichzeitig mit der Proteinase auf. Mit Dipeptidase 
bezeichnen wir den Teil des Enzymsystems, der Leucylglycin bei py = 7,8 
spaltet, mit Aminopolypeptidase den, der Leucylglycylglycin bei px =: 7,2 
zerlegt. Ob das Wirkungsoptimum beider Peptidasen bei pu = 8.4 liegt, 
wie G. Gorbach' angegeben hat, haben wir noch nicht nachgepriift, 

I. Das optimale Wirkungsbereich der Bakterienproteinase. 

Die Angaben, die sich im Schrifttum iiber das optimale Wirkungs- 
bereich von Bakterienproteinasen finden, entstammen Versuchen, die 
groBtenteils mit unzureichender Methodik und immer mit ungereinigten, 
peptidasenhaltigen Kulturfiltraten ausgefiihrt wurden. Sie sind deshalb 
mindestens solange nicht stichhaltig, als sie nicht durch Untersuchungen 
mit reineren, peptidasenfreien Proteinaselésungen bestatigt worden 
sind. Die optimale Wirksamkeit von Kulturfiltraten des B. pyocyaneus 
und prodigiosus gegeniiber Gelatine als Substrat fand K. Mayer? bei 
pu = 7,1 bis 7,2. Nach G@. Gorbach® liegt das Wirkungsoptimum von 
Kulturfiltraten des B. pyocyaneus gegeniiber Gelatine bei px = 7, 
wihrend es fiir die HC N-aktivierte Proteinase im ungereinigten Kultur- 
filtrat im schwach sauren Bereich liegen soll. Uber das optimale Wirkungs- 
bereich der Proteinase des B. fluorescens liquefaciens lagen bisher noch 
keine naheren Angaben vor. 

Fiir die proteolytische Wirkung eines Enterococcus-Kulturfiltrats 
gegentiber Gelatine geben C.Gorini, W.Grassmann und H. Schleich 4 
auch py = 7 als optimal an; gegeniiber Magermilch soll das optimale 
pu bis 6,0 liegen. 

Wir haben py-Aktivitatsversuche ausgefiihrt, nachdem wir pepti- 
dasenfreie Proteinasepraparate verschiedenen Reinheitsgrades aus 

1 Arch. f. Mikrobiol. 1, 537, 1930, und zwar S. 565. — ? Diese Zeitschr. 
82, 274, 1911. — * Arch. f. Mikrobiol. 1, 537, 1930; 6, 362, 1935. — 
4 Zeitschr. f. physiol. Chem. 205, 133, 1932. 
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4 E. Maschmann: 


Kulturen verschiedener Stimme der drei Bakterienarten dargestellt 
hatten. Nach AbschluB dieser Versuche erfuhren wir durch ein 
Referat, daB kurz vor uns G.Gorbach und E. Pirch} das py-Optimum 
der peptidasenfreien Proteinase des B. fluorescens liquefaciens gegeniiber 
Gelatine bei pu =7 festgestellt haben. Wir kénnen diese Angabe 
bestatigen und durch py-Aktivitatskurven gereinigter, peptidasenfreier 
Proteinaselésungen aus Bouillonkulturen des 8B. prodigiosus und 
B. pyocyaneus erweitern. Auch unsere peptidasenfreien Proteinase- 
lésungen von verschiedenem Reinheitsgrad (60 bis 300) zeigen gegeniiber 
(elatine und auch gegeniiber Clupein als Sub- 
a T ] strate ein ziemlich scharfes Optimum bei py 
| 7, wie die Aktivitaéts-py-Kurven in Abb. 1 
zeigen. Darin gibt Kurve 1] (Gelatine) das 
Spaltungsergebnis einer Versuchsreihe mit 
einer Proteinaselésung wieder, in der das En- 
zym — frei von Peptidasen — und rund 
300 mal reiner vorlag als in der Ausgangslésung 
ei (Rindfleischbouillonkultur des B. prodigiosus 
| Nr. 8). Die Kurve 2 (Gelatine) wurde mit 
2 Golafine einer Enzymlésung erhalten, in der die pepti- 
dasenfreie Proteinase ungefahr 80mal reiner 
| vorlag als in der urspriinglichen Kulturfliissig- 
keit (B. pyocyaneus, Stamm Nr. 4). Die 
Kurve III (Clupein) veranschaulicht den Ver- 
oat eth pu-AVhingigkeit der“ jauf der Clupeinspaltung bei verschiedenem 
yelatine- und Clupeinspal 5 
tung durch peptidasefreie ,, wie er sich unter Verwendung einer pep- 
Bakterienproteinase. P : ° = 
tidasenfreien Proteinaselésung darstellt; das 
Enzym lag darin ungefaéhr 180mal reiner vor als in der Ausgangs- 
lésung (Rindfleischbouillonkultur des B. prodigiosus, Stamm Nr. 4). 

Die Wasserstoffzahl wurde mit Veronalacetat-HCl eingestellt. 
Wir muBten die Konzentration des von L. Michaelis angegebenen 
Puffers erhéhen, um das py der Ansiatze, besonders im alkalischen 
Bereich, konstant halten zu kénnen. Zu diesem Zwecke haben wir auch 
die Substratlésung jeweils auf das betreffende px eingestellt. Das px 
der Ansaitze wurde zu Beginn und am Ende des Versuchs elektro- 
metrisch kontrolliert. 

Kurvenbilder vom Verlauf der Gelatinespaltung bei verschiedenem 
pu durch weniger reine aber praktisch peptidasenfreie Enzymlésungen, 
die aus Bouillonkulturen verschiedener Stamme der drei Bakterienarten 
gewonnen waren, zeigen ebenfalls ein ziemlich scharfes Optimum bei 
pu = 7, vorausgesetzt, daB die Wasserstoffzahl zwischen 8 und 4 mit 
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1 Chem. Centralbl. 1987, I, 3653; Enzymologia 1, 191, 1936. 
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dem gleichen Salzgemisch oder lediglich mit Natronlauge bzw. Essig- 
siure eingestellt war. In diesen Fallen betrug die py-Abnahme im 
alkalischen Bereich rund 0,5, zwischen py = 7 und 6 weniger, und von 
pu = 6 an abwarts blieb das py praktisch konstant. Sobald wir aber 
Ammonium-, Phosphat- und Citrat- bzw. Acetatpuffer benutzten, um 
damit das py-Bereich zwischen 9 und 4 zu umfassen, waren die Spaltungs- 
ergebnisse sehr ungleich. Dies riihrt daher, daB die verschiedenen Salze 
der Puffergemische die Wirksamkeit der Proteinase verschieden beein- 
flussen. Ammonium- und Phosphatpuffer hemmen deutlich, der 
Phosphatpuffer hemmt zwischen py = 7,6 und 7 starker als zwischen 
pu = 7 und 6. 

Parallelversuche mit Bakterienproteinase und ‘Trypsin (aus 
Schweinepankreas) haben gezeigt, dali die Bakterienproteinase unter 
den optimalen Bedingungen der Trypsinwirkung Casein und Gelatine 
fast nicht zu spalten vermag, auch nicht nach Zusatz von Enterokinase 
(aus Schweinediinndarm). 


II. Die systematische Stellung der Bakterienproteinase. 


Die Stellung der Proteinase des B. prodigiosus, B. pyocyaneus und 
B. fluorescens liquefaciens innerhalb der Gruppen der Proteinasen! 
ist immer noch zweifelhaft. Bis vor wenigen Jahren hat man die Bak- 
terienproteinasen zu den ,,7'ryptasen“ gezihlt. Dann gelangte C. Oppen- 
heimer (1929) (l.c.) auf Grund allgemeiner Erwaigungen zur Ansicht, 
daB sie ,,mit ziemlicher Wahrscheinlichkeit‘’ zu den _ ,,Papainasen‘ 
gehéren. Diese Annahme wird durch Beobachtungen von G. Gorbach? 
gestiitzt, wonach die Pyocyaneus- und auch die Mammococcus- 
proteinase, vor allem in gealterten Kulturfiltraten, durch Blausdure 
gegeniiber verschiedenen Substraten mehr oder minder aktiviert 
werden. W. Grassmann* hat (1932) die Ergebnisse der neueren Unter- 
suchungen, die sich mit der systematischen Stellung der Bakterien- 
proteinasen befassen, folgendermaBen zusammengefabt: ,,Fiir das Vor- 
liegen eines papaindhnlichen Enzyms (in den Bakterien bzw. Kultur- 
filtraten*) sprechen die zahlreichen Angaben tiber py-Abhangigkeit, 
die auf ein Optimum bei etwa py = 5 bis 6 hinweisen, sowie auch die 
von G. Gorbach beobachtete Aktivierbarkeit durch Blausdiure. Angaben 
tiber ein im Neutralen oder sogar schwach Alkalischen gelegenen Wir- 
kungsoptimum sind, solange eine Abtrennung der Peptidasen nicht 
erfolgt ist, von geringer Beweiskraft, lassen aber doch mindestens eine 
Beimengung von T'ryptase vermuten.* 


! W.Grassmann, |. c. — * G.Gorbach u. A. Schénbeck, Sitzungsber. 
d. Akad. d. Wiss. Wien, I. Abt., 141, 307, 1932; G@. Gorbach u. R. Ulm, Arch. 
f. Mikrobiol. 6, 362, 1935. — * Vgl. Anm. 1, und zwar 8. 149. —- 4 Von mir 


hinzugefiigt. 
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Das Wirkungsoptimum der peptidasenfreien, aber noch unreinen 
Proteinase des B. prodigiosus, B. pyocyaneus und B. fluorescens lique- 
faciens gegentiber Gelatine und Clupein, das wir bei px = 7 finden, 
fallt nicht mit dem der Papainasen zusammen. Die Lage des py-Opti- 
mums stellt demnach die Zugehérigkeit der Proteinase dieser Bakterien- 
arten zu den Papainasen wie auch zu den Tryptasen in Frage. Wir 
wollen aber vorléufig dem Aktivitats-pq-Optimum der noch nicht 
reinen Proteinase keine allzu groBe Beweiskraft beimessen, da das 
»y-Optimum bekanntlich von Begleitstoffen beeinfluBt werden kann. 
Vielleicht wird mit fortschreitender Reinheit der Bakterienproteinase 
auch noch eine Korrektur ihres py-Optimums notwendig, obgleich 
dieses bisher vom Reinheitsgrad des Enzyms_ bemerkenswerterweise 
unabhangig war. 


EinfluB von Papainasenaktivatoren und -inhibitoren auf die Proteinase- 
wirksam keit. 

Fir die Zugehérigkeit der Bakterienproteinase zu den ,,Papainasen“ 
spricht also nur noch ihre Aktivierbarkeit durch Blausdure. Die dariiber 
vorliegenden Angaben sind aber nicht oder noch nicht beweiskraftig 
genug, um daraufhin die Proteinase in die Papainasegruppe einordnen 
zu kénnen. Wir haben deshalb versucht, diese Angaben sicherzustellen 
und zu erweitern, indem wir den EinfluB verschiedener Substanzen, die 
als Aktivatoren und Inhibitoren der Papainasen bekannt sind, auf die 
Wirksamkeit der Bakterienproteinase gegeniiber Gelatine, Casein und 
Clupein bei px = 7 (dem py-Optimum) und auch bei py = 5 sorgfaltig 
untersucht haben. Die dabei verwendeten Enzymlésungen waren sehr 
verschiedener Herkunft und enthielten die Proteinase in sehr ver- 
schiedenem Reinheitsgrad. Es war uns dadurch méglich, zu beurteilen, 
ob und wieweit die beobachteten Erscheinungen von der Herkunft und 
dem Reinheitsgrad der Proteinase, d.h. von Begleitstoffen, abhangig 
waren. 

Art der Zusatzstoffe. 


Von ,,wirklichen“‘! Papainasenaktivatoren benutzten wir Cystein, 
SH-Glutathion und Blausiure?, von ,,gelegentlichen‘** Ascorbinsdure 
und Kaliumferrocyanid. Von den bekannten Hemmungskérpern der 


1 Vgl. dazu W.Grassmann u. F. Schneider, Ergebn. d. Enzymforsch. 
5, 97, 1936. — 2? W.Grassmann gibt in Ergebn. d. Enzymforsch. 1, 156, 
1932 an, daB er Papain- und K.G. Stern Kathepsinpraiparate dargestellt 
haben, die ,,nicht oder nur wenig** durch HCN aktiviert werden konnten. 
Danach ware auch Blausaure kein wirklicher, sondern nur ein gelegentlicher 
Papainasenaktivator. —- * Unter gelegentlichen Aktivatoren verstehen wir 
Substanzen, die 1. nur die eine oder andere Proteinase der Gruppe und 
2. diese nur unter ganz bestimmten Bedingungen (Beschaffenheit des 
Snzympraparates und des Substrates) zu aktivieren vermdégen. 
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Papainasen wahlten wir vor allem Jodessigsdure, weil sie, wie wir ge- 
funden haben!, im Gegensatz zu gewissen Schwermetallen, die Papai- 
nasen auch dann noch zu hemmen vermag, und zwar vollstandig, wenn 
Aktivatoren selbst im l'berschuB vorliegen. Die Untersuchung des Ein- 
flusses der Jodessigsiure auf die Proteinase empfahl sich auch in dem 
Augenblick, als wir uns von der Aktivierbarkeit der Proteinase durch 
Cystein, SH-Glutathion und Blausaure, trotz vieler Bemiihungen, nicht 
iiberzeugen konnten. Wenn unsere Beweisfiihrung fiir die Nicht- 
aktivierbarkeit der Bakterienproteinase stichhaltig sein sollte, dann 
muBten wir nachweisen, da das Enzym nicht zufalligerweise (was 
denkbar war) in allen untersuchten Lésungen in dem Zustand vorlag, 
den wir bei den Papainasen mit ,,vollaktiv’’ bezeichnet haben. Im 
vollaktiven Zustand bediirfen namlich die Papainasen keiner Ergainzung 
durch einen Aktivator, um wirksam zu sein. Von Schwermetallen 
priiften wir den Einflu8 von Kupfer und Quecksilber auf die Proteinase. 
Und schlieBlich haben wir noch das Verhalten verschieden reiner Enzym- 
lésungen gegentiber Gelatine und Casein in Anwesenheit von H ydrazin 
untersucht. Vom Hydrazin war uns schon bekannt?, daB es ,,Papain* 
und ,,Bromelin* teilweise zu hemmen vermag?®. 


Ergebnisse. 

Wir haben folgendes gefunden: 

1. Cystein, SH-Glutathion und Blausdéure vermégen weder die 
proteolytische Wirkung von Kulturfiltraten der zehn untersuchten 
Stémme ‘ der drei Bakterienarten noch die Wirksamkeit der daraus dar- 
gestellten reineren, peptidasenfreien Proteinaselésungen gegeniiber 
Gelatine, Casein oder Clupein bei py = 7 oder py = 5 zu aktivieren. 

Die Nichtaktivierbarkeit der Proteinase wurde regelmabig fest- 
gestellt, unabhangig von der Herkunft der Enzymlésungen und vom 
Reinheitsgrad der darin vorliegenden Proteinase. Cystein, SH-Glu- 
tathion und auch Blausdure erwiesen sich aber nicht ohne EinfluB. 
Sie vermégen nimlich die proteolytische Wirkung vor allem von Kultur- 
filtraten mehr oder minder zu hemmen. Die Hemmungserscheinungen 
traten am deutlichsten auf in Versuchen mit Pyocyaneuskulturen, 
die durch Bebriiten einer ,,synthetischen** Nahrlésung, der sogenannten 


1 EB, Maschmann u. E. Helmert, Zeitschr. f. physiol. Chem. 219, 99, 1933; 
220, 199, 1933; E. Maschmann, diese Zeitschr. 279, 225, 1935. 2 Unver- 
6ffentlichte Versuche, ausgefiihrt anlaBlich der Angabe von G. Klein u. 
W. Ziese (Zeitschr. f. physiol. Chem. 229, 209, 1934), da bestimmte 
Arginaselésungen durch Hydrazin aktiviert werden. — * Vgl. die Hem- 
mung des Papains I durch Phenylhydrazin, M. Bergmann u. W. F. Ross, 
J. of biol. Chem. 111, 659, 1935. —- 4 Vier Prodigiosus-, vier Pyocyaneus- 
und zwei Fluoreszenzstamme. 
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Sauton-Lésung!, gewonnen waren. Die Wirksamkeit dieser und der 
dialysierten Kulturlésungen gegeniiber Gelatine und Casein wurde 
durch die SH-Substanzen fast vollstandig unterbunden, wahrend Blau- 
sdure nur das Caseinspaltungsvermégen der Kulturen so weitgehend zu 
hemmen vermochte (vgl. Tabelle I). Dagegen wurden Pyocyaneus- 
Bouillonkulturen verschiedenen Alters —- auch ganz junge, peptidasen- 
freie — und daraus bereitete reinere Proteinaselésungen durch diese 
Zusatzstoffe viel weniger gehemmt (vgl. Tabellen II und IV), ungefahr 
so, wie die Bouillon- und Sauton-Kulturen unserer Prodigiosusstémme 
(vgl. Tabellen I und III). In Versuchen mit weitgehend gereinigten 
peptidasenfreien Proteinaselésungen, die aus Kulturen dieser Prodigiosus- 
stimme dargestellt waren, verlief die Gelatine-, Casein- und Clupein- 
spaltung auch in Gegenwart von SH-Substanzen oder Blausaure fast 
vollstaindig normal (vgl. Tabellen V und VI). 

Es sei vermerkt, daB auch G. Gorbach? durch Blausaure hervor- 
gerufene Hemmungserscheinungen bei Versuchen mit Kulturfiltraten 
des B. pyocyaneus beschrieben hat, und daB nach C. Gorini, W. Grass- 
mann und H. Schleich® auch -die Wirkung von Kulturfiltraten des 
Enterococcus-Gorini gegeniiber Gelatine durch Blauséure vollstandig 
gehemmt wird. 


2. Die Ascorbinsdéure, die nach unseren Beobachtungen kein 


,,wirklicher‘‘ Papainasenaktivator ist, mindestens nicht in vitro’, tbt 
auf die Bakterienproteinase keinen nennenswerten EinfluB aus (vgl. 
Tabellen I und IV bis VI). Auch Ferrocyankalium, das, wie wir ge- 
funden haben ®, gegeniiber ,,Papain‘‘, weniger deutlich auch gegeniiber 


! Uber die Zusammensetzung vgl. EZ. Maschmann u. E. Kiister, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 193, 215, 1930. — * G. Gorbach u. A. Schénbeck, 
Sitzungsber. d. Akad. d. Wiss. Wien, I. Abt., ¥41, 307, 1932. — * Zeitschr. 
f.. physiol. Chem. 205, 133, 1932. — ‘ Ascorbinséure hemmt Papain und 
Bromelin, wenn nicht das Substrat (z. B. Pepton-Witte) durch Reaktion 
mit der Ascorbinséure zum Aktivator wird. Vgl. £. Maschmann u. E. Hel- 
mert, Zeitschr. f. physiol. Chem. 222, 207, 1933; 228, 127, 1934; 224, 56, 
1934; EH. Maschmann, ebenda 228, 141, 1934. Leberkathepsin wird von 
Ascorbinsaure gegeniiber Gelatine aktiviert (P. Karrer u. F. Zehender, Helv. 
chem. acta 16, 701, 1933), gegeniiber Clupein dagegen nicht (E. Maschmann, 
diese Zeitschr. 280, 206, 1935). Nierenkathepsin wird durch Ascorbin- 
siure gegeniiber Gelatine und Clupein nicht aktiviert. Die Aktivierbarkeit 
des ,,Kathepsins‘‘ durch Ascorbinséure in vitro ist also an ganz be- 
stimmte Bedingungen gekniipft. Zwischen Kathepsin und Ascorbinsaure 
bestehen keine direkten Beziehungen (vgl. dazu EH. Maschmann u. 
E. Helmert, diese Zeitschr. 277, 97, 1935, und zwar 8S. 111, Anm. 1). Die 
Wirkung der Ascorbinséure gegen Leberkathepsin kann durch Fe verstarkt 
werden (EZ. Maschmann u. E. Helmert, Zeitschr. f. physiol. Chem. 222, 214, 
1933). — 5 BE. Maschmann u. E. Helmert, Zeitschr. f. physiol. Chem. 281, 
51, 1934/35; diese Zeitschr. 277, 97, 1935; 280, 184, 1935. 
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, Bromelin“ als ,,Enthemmungsk6érper‘‘! wirkt, vermag die Wirksamkeit 
reinerer Losungen der Bakterienproteinase gegeniiber Gelatine und 
Casein nicht merklich zu beeinflussen (vgl. Tabellen VI bis VI). Die 
verschiedentlich beobachtete Steigerung der Wirkung ungereinigter 
Kulturfliissigkeiten durch Kaliumferrocyanid fiihren wir auf eine 
Enthemmung der Bakterienproteinase zuriick, ein Effekt, den man auch, 
wie G. Gorbach gezeigt hat und wir bestatigen kénnen, durch Dialyse 
und durch andere ReinigungsmaBnahmen erzielen kann. 

3. Jodessigsiure stért — wie aus den Tabellen I und III bis VI 
hervorgeht ~— die Wirksamkeit der Bakterienproteinase gegeniiber 
Gelatine, Casein und Clupein bei po = 7 und 5 nicht, ob sie mit 
dem Enzym in Kulturfiltraten oder in reineren Lésungen zu- 
sammentrifft. 

Vieldeutiger ist dagegen wieder der Einflu8 von Kupfer und Queck- 
silber auf die Proteolyse: Er ist nicht gleichsinnig. Quecksilber hemmt 
immer, unabhaingig von der Herkunft der Proteinaselésungen, vom 
Reinheitsgrad des Enzyms und vom Substrat. Die Hemmungserschei- 
nungen traten einmal starker, einmal schwicher auf, aber sie waren 
regelmaBig zu beobachten (vgl. Tabellen III und V). Die Art der 
Kupferwirkung ist dagegen abhangig von der Herkunft des Enzyms und 
auch von der Zusammensetzung des Substrats. Siehe dazu Tabellen I 
und III bis VI. Kupfer férdert, wenn auch nur schwach, die proteo- 


lytische Wirkung von Prodigiosuskulturen und von daraus dargestellten 
reineren Enzymlésungen gegeniiber Gelatine, hemmt sie aber gegeniiber 
Casein. Die Clupeinspaltung wird von Cu nicht beeinfluBt (vgl. Tabelle V). 
Die Kupferwirkung erweist sich also hier als _,,substratspezifisch“. 
Dieser verschiedenartige Kupfereffekt wurde bisher immer beobachtet; 


' K,Fe(CN), ist kein Aktivator wie Cystein, es ist ein ,,Enthemmungs- 
korper“*, d. h. es beseitigt die von Seiten organischer Papainbegleitstoffe 
ausgehenden Hemmungen, die von Cystein nicht aufgehoben werden kénnen. 
Deshalb auch die Addition der Wirkungen beider Zusatzstoffe. Gereinigte 
Papainpriparate, sofern diese Hemmungsstoffe daraus entfernt sind, 
werden durch Ferrocyankalium nicht mehr aktiviert. Die Wirksamkeit 
z. B. des Papains (M. 1: 350), ganz frisch gelést, wird im acetatgepufferten 
System innerhalb der ersten Versuchsstunde durch K,Fe(CN), gegeniiber 
Gelatine und auch Clupein ebenso stark aktiviert wie durch Cystein. Die 
Aktivierung durch Cystein + K,Fe(CN), ist doppelt so groB wie die durch 
jeden einzelnen Aktivator bewirkte. In den folgenden Versuchsstunden 
tritt der aktivierende EinfluB8 der Eisenverbindung immer mehr hinter dem 
des Cysteins zuriick. Im Papain (M. 1: 350) liegt die Proteinase also in drei 
»Zustanden“ vor: 1. Im vollaktiven, 2. im gehemmten, durch K,Fe(CN) 
enthemmbaren, 3. im inaktiven, durch Cystein aktivierbaren. In gealterten 
Papainlésungen treten diese Erscheinungen nicht mehr deutlich auf. Frische 
Papainlésungen erleiden schon innerhalb 24 Stunden, auch bei 2°, starke 
WirkungseinbuBe (unveréffentlichte Versuche). 
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er scheint unabhangig vom Reinheitsgrad der Prodigiosusproteinase zu 
sein. Dagegen hemmt Kupfer die Wirkung der Pyocyaneuskulturfiltrate 
und reinerer Lésungen sowohl gegeniiber Gelatine als auch gegeniiber 
Casein ziemlich stark. Dialysierte Pyvocyaneuskulturen, aus synthetischen 
Nihrlésungen dargestellt, kénnen, wie Tabelle I zeigt, in Gegenwart 
von Kupfer (wie auch von Quecksilber) sogar proteolytisch unwirksam 
sein. Den hemmenden EinfluB der Metalle vermag, wie vorauszusehen 
war, Blausdure nicht aufzuheben; durch das Hinzukommen von Blau- 
siure wird die Hemmung noch etwas verstirkt. Dagegen gelingt es 
mit Ferrocyankalium, die Metallhemmung wieder ziemlich auws- 
zuschalten. 


Die Anwesenheit von Hydrazin selbst in m/100 Konzentration 
stért nicht den normalen Verlauf der durch die verschiedenen Pro- 
teinaselésungen bewirkten Gelatine- und Caseinspaltung (Tabelle I, 
III und V). 


Tabelle I. EinfluB verschiedener Zusatzstoffe auf die Wirkung 
von Prodigiosus- und Pyocyaneuskulturen gegeniiber Gelatine 
und Casein. 


Enzymlosungen. 1. Achttagige Kulturen des B. prodigiosus Nr. 3 und 9, 
des B. pyocyaneus Nr. 3 und 4 auf Sauton-Nahrlésung. Die Kulturfiltrate 
von Pr 3 und 9 waren rétlich gefarbt, die von Py 3 und 4 schwach blaugriin. 
Die Filtrate waren auf py = 7 eingestellt. 

2. Die dialysierten Kulturfiltrate von 1.: Je 100ccm der Filtrate 
wurden unter Toluol 3 Tage aus Cellophanschliuchen gegen flieBendes 
destilliertes Wasser dialysiert. Nach Einstellen des py auf 7 wurden die 
dialysierten Lésungen auf 200 ccm aufgefiillt. Die Pr 3- und Pr 9-Dialysate 
waren noch gefirbt, die Py 3- und Py 4-Dialysate farblos. 


Substrate. 1. 8°,ige Gelatinelésung, py = 7, 2. 8° ,ige Caseinlésung, 
Pu = as 

Versuche. Fiir den 10-cem-Ansatz wurden benutzt : 

1. Von der Pr 3-Kulturlésung bzw. vom Pr 3-Dialysat 1,5 bzw. 3 cem 
gegeniiber Gelatine und Casein; 

2. von Pr 9 und vom Pr 9-Dialysat 1,5 bzw. 3cem gegeniiber Gelatine 
und Casein; 

3. von Py 3 bzw. vom Py 3-Dialysat 0,5 bzw. 1 cem gegeniiber Gelatine, 
0,25 bzw. 0,38 eem gegeniiber Casein; 


4. von Py 4 bzw. vom Py 4-Dialysat je 1 ccm gegeniiber Gelatine und 
Casein. 


Spaltungsdauer 24 Stunden; ¢ = 40°. Toluol und zum Teil N,. Titra- 
tionsprobe 2 ccm. 

Peptidasengehalt von 1 ccm Kulturlésung oder 2 cem der dialysierten 
Kulturlésungen; gemessen im 10-cem-Ansatz nach 24stiindiger Spaltungs- 
dauer bei 40°. Titrationsprobe 2 cem. 
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Spaltung Spaltung 

(cem 0,05 n KOH) (com 0,05 n KOH) 

Priiparate iiigzaellia : pesctbeekescl Priiparate Pa LO Se LENE 
Leucylgly- Leucyl- Leucylgly- Leucyl- 
eylglycin glycin eylglycin glycin 


Kulturfiltrat Pr 3 0,14 0,30 Dialysate Pr 3 .. 08 0,02 
Pr 9 0,17 0,34 pa Pr 3 0,03 
Py 3 1,56 1,01 te rvs... 7 0.81 
Py4 1,39 1,14 a 0,94 
Ks tritt also durch die Dialyse eine merkliche Abschwichung der 
Peptidasenwirkungen ein. 








Spaltung (ccm 0,05 n KOH) 


Pra- Art und Konzentration Gelatine Casein 
parate der Zusatzstoftfe wale. 


dialysierte 
Kultur 


Kultur 


dialysierte 


Kultur Kultur 


Pr 3 — 1,26 1,05 0,97 O47 
Cystein m/250 1,01 0,70 0,74 0,38 
HCN m/100 0,99 0.84 0,72 0,38 
Ascorbinsaure m/500 1,21 0,93 0,93 0,50 
Jodessigsiure m/500 1,19 0,99 0,95 0,52 
Cu m/1000 1,37 1,14 0,22 0,10 
Hydrazin m/200 1,20 0,98 0,90 O47 

1,37 0,97 1,06 0,77 

Cystein m/250 1,16 0,77 0,81 0,55 
HCN m/100 1,08 0,86 0,65 0,46 
Ascorbinsiure m/500 1,25 0,95 1,03 0,77 
Jodessigsiure m/500 1,30 0,99 1,03 0,75 
Cu m 1000 1,52 1,07 0,27 0,22 
Hydrazin m/200 1,28 0,97 0,99 0,74 
- 0,92 0,79 1,09 0,71 

Cystein m/250 0,19 0,20 0,05 0,04 
HCN m/100 0,53 0.45 0,30 0,00 
Ascorbinsaure m/500 0,90 0.70 1.08 0,64 
Jodessigsaure m/500 0,85 0,69 1,02 0,67 
Cu m/1000 0,36 0,22 0,14 0,15 
Hydrazin m 200 0,86 0,69 1,11 0,68 
0,75 0,61 1,06 0,65 

Cystein m/250 0,09 0,14 0,10 0,02 
HCN m/100 0,48 0,44 0,01 0,05 
Ascorbinséure m/500 0,74 0,57 0,97 0,59 
Jodessigsiure m/500 0,68 0,62 1,00 0,70 
Cu m/1000 0,16 0.07 0.13 0,10 
Hydrazin m/200 0,70 0,58 0,99 0,60 


Tabelle II. Einflu8 von Cystein und Blausadure auf die Wirksam- 
keit verschieden alter Pyocyaneusbouillonkulturen gegeniiber 
Gelatine und Casein. 

Enzymlésungen. Kulturen des B. pyocyaneus Nr. 4 (auf Rindfleisch- 
bouillon + 2°, Pepton + 0,5°, Kochsalz, pq = 6,5), die nach 2-, 4-, 8-, 
12-, 18- und 24tagiger Kulturdauer keimfrei gemacht wurden. Das py der 
Lésungen wurde auf 7 eingestellt. 
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Art und Konzentration der Zusatzstoffe. a) m/25 Cysteinlésung (py 
= 7), b) m/10 HCN-Lésung (pq = 7). Davon je 1 cem fiir den 10-cem- 
Versuch; d.h. die Cystein- bzw. HCN-Konzentration war m/250 bzw. 
m/100. 


Versuche. Angewandt 0,5 cem der Kulturlésungen im Gelatine-, 1 ecm 
im Caseinversuch (Volumen 10 ccm). Spaitungsdauer 23 Stunden, t = 40°. 
Toluol, zum Teil N,. Probe 2 cem. 


Peptidasengehalt. Gemessen mit 1 cem Kulturlésung im 10-cem-Ansatz 
nach 24stiindiger Spaltungsdauer bei 40°. Probe 2 cem. 8 
12 


18 





Spaltung Spaltung 
(cem 0,05n KOH) (cem 0,05n KOH) Reihe 
Priiparate SECA RS OP a Priiparate RT LOT ee 8 ta 

|| Leucylgly-  Leucyl- Leucylgly- Leucyl- af 

cylglycin glycin ceylglycin glycin 12 

il 18 

2tagige Kultur 0,02 —0,03 12tagige Kultur 0,29 0,51 

oe 0,10 0,07 San Pa 0,37 0,38 * 
Ss 4 me 0,18 0,34 ie o 0,41 0,28 * 


* Eine Abnahme des DipeptidasengehaJts im Verlauf des Bakterienwachstums haben wir 4 
mehrfach festgestellt, besonders in ziemlich stark alkalischen Kulturlésungen (px ungefahr 9). 8 
12 
18 


Reihe 








Spaltung (ccm 0,05n KOH) ~ 








Priiparate Gelatine Casein 








— Cystein H CN - Cystein HCN 


} ] 

0,66 0,40 7 0,36 | 0,64 0,34 

1,08 0,77 0,70 | 3 | 0,95 0,57 
s 1,19 0,79 0,78 ; 0,90 0,45 

12 1,10 0,71 0,70 0,68 0,32 

18 1,22 1,11 0,93 0,84 0,48 

24 1,34 1,15 1,07 0,87 0,44 


2tagige Kultur 
4 


war k 
‘ 
Tabelle III. EinfluB verschiedener Zusatzstoffeauf die Wirksam- areas 
keit peptidasenfreier Proteinaselésungen, die aus verschieden apne 
alten Pr 4- und Pr8-Kulturen gleicher Versuchsreihen dar- Wass 


gestellt waren. Substrate: Gelatine und Casein. stoffl 

, Enzy) 

Enzymlésungen. I. Dargestellt aus 2-, 4-, 8-, 12- und 18tagigen Bouillon- Wass 

kulturen des B. prodigiosus Nr. 8, durch zweimalige Holzgeistfallung bei oa 

0 bis + 2°. Die Proteinase lag in den Lésungen 80- bis 100mal reiner vor tinea 
als in den Kulturlésungen; 1 eem der Lésungen war gegeniiber Leucylglycy!- 
glycin (py = 7,2) und Leucylglycin (pq = 7,8) nach 24 stiindiger Versuchs- 

dauer ohne Wirkung. 


II. Ebenso dargestellt aus 8-, 12- und 18tagigen Kulturen des 
B. prodigiosus Nr. 4. Die Proteinase lag in den Lésungen 100- bis 120mal 
reiner vor als in den Kulturen. Sie waren peptidasenfrei. 


Versuche. Von den Enzymlésungen I und II wurden fiir die Gelatine- 
versuche 0,5, fiir die Caseinversuche 1 cem zum 10-cem-Ansatz benutzt. 
pu der Spaltungsansitze = 7 (ohne Puffer). ¢ = 40°, Dauer 24 Stunden. 
Titrationsprobe 2 ccm; angegebener Wert: Mittel aus zwei Titrationen. 
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Gelatinespaltung (cem 0,05 n KOH) 
in Gegenwart von 
Enzymlésung gas aia ata 
m/100 m 1000 m/1000 ROU m/100 


. . Jodessig- rat“atgeet 
HCN Cu Hg silure Hydrazin 





Reihe I Pr 8 

2tagige Kultur 0,53 0,72 0,36 0,69 0,61 
4 0,70 0,77 0,46 0,84 0,80 
8 0,80 1,03 0,62 0,92 0,95 
12 0,86 1,18 0,64 1,05 1,06 
18 1,01 1,49 0,81 1,28 1,29 


Reihe II Pr 4 
8tagige Kultur 0,55 0,78 0,40 0,68 0,65 
| - 0,91 1,15 0,70 0,88 0,87 
18 1,05 1,32 0,68 1,13 1,14 
Caseinspaltung (ccm 0,05n KOH) 

Reihe I Pr 8 

2tagige Kultur 0,59 0,40 0,46 0,45 0,58 0,57 
4 0,71 0,35 0,60 0,56 0 70 0,68 
8 0,86 0,61 0,69 0,61 0,89 0,87 
12 0,95 0,79 0,67 0,59 0,98 0,91 
18 1,19 0,88 0,76 0,70 1,11 1,12 


Reihe IIT Pr 4 

8tagige Kultur 0,62 0,50 0,42 0,46 0,59 0,62 
12 0,71 0,60 0,41 0,35 0.73 0,77 
i: aes ES 0,93 0,72 0,65 0.63 0,97 0,91 


Tabelle IV. EinfluB verschiedener Zusatzstoffe auf die Proteinase 
aus einem dreitagigen Pyocyaneuskulturfiltrat. 

Enzymlésung. Diese enthielt die Proteinase ungefihr 60mal reiner als 
sie in der dreitagigen Bouillonkultur des B. pyocyaneus Nr. 4 vorlag. Sie 
war klar, farblos und frei von Peptidasen. 

Substrate. 8° ige Gelatinelésung, py = 7 bzw. 5; 8% ige Casein- 
lésung, Pu = 7. 

Spaltungsversuche. 1. 1 cem Enzymlésung (py = 7), 4 cem Wasser und 
5cem Substrat (pq = 7). 2. leem Enzym + 1 cem m/5 Acetat + 3 ccm 
Wasser + 5cem Substrat (pq = 5). 3. leem Enzym + |lcem Zusatz- 
stofflésung (pq = 7) + 3cem Wasser + 5 ccm Substrat (py = 7). 4. 1 cem 
Enzym ++ leem m/5 Acetat + 1 eem Zusatzstofflésung (py = 5) + 2 ccm 
Wasser + 5ccm Substrat (pq = 5). Toluol. Spaltungsdauer 20 Stunden; 
t = 40°. Titrationsprobe 2ccm. In den MeSkélbchen der Glutathion- und 
Ascorbinséureversuche war die Luft durch N, verdrangt. 





Art und Konzentration 
der Zusatzstoffe 


(cem 0,05n KO H) 





| 

| Gelatinespaltung (ccm 0,05 n K OH) Caseinspaltung 
| 

| : 


i 


bei Py =7 bei Py =5 bei Py =7 


— 0,58 0,30 0,64 
SH-Glutathion m/500 0,40 0,22 0,39 
HCN m/100 0,38 0,25 0,41 
Ascorbinséure = m/500 0,61 0,29 0,60 
Jodessigsiure  m/500 0,63 0,31 0,62 
Cu m/1000 0,33 0,10 0,29 
K,Fe(CN), — m/500 0,52 0,24 0,57 
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Tabelle V. Die Wirksamkeit einer gereinigten Proteinaselésung 
gegeniiber Gelatine, Casein und Clupein in Anwesenheit ver- 
schiedener Zusatzstoffe. 


Enzymlésung. Die Proteinaselésung war aus einer l6tagigen Kultur 
des B. prodigiosus Nr. 4 dargestellt; in ihr lag das Enzym ungefahr 180mal 
reiner vor als in der Kulturfliissigkeit. Die wasserklare L6sung war pepti- 
dasenfrei. 

Peptidasengehalt. a) 0,8 cem Enzymlésung, 5,2 cem Wasser und 4 ccm 
Leucylglycylglycinlésung!. py = 7,2. Aziditaétszuwachs nach 24 Stunden 
bei 40° in 2cem. Probe = 0,07 cem 0,05 n KOH. b) 0,8 cem Enzymlésung, 
3,2cem Wasser und 6cem Leucylglycinlésung'. py = 7,8. Aziditiats- 
zuwachs nach 24 Stunden bei 40° in 2 cem Probe = 0,09 cem 0,05 n KOH. 

Substrate. 1. 8°,ige Gelatinelésung, py = 7 bzw. 5. 2. 8° oige Casein- 
lésung, py = 7. 3. 8° ige Clupeinlésung, pg = 7. 

Zusaizstoffe. Glutathion, Ascorbinséure, Jodessigsiure, Hydrazin, 
Fe,SO, und K,Fe(CN), m/50-, HCN m/10-, Cu und Hg m/100-Lésungen, 
die auf py = 7 bzw. 5 eingestellt waren, von diesen wurde jeweils | ccm fiir 
den 10-cem-Versuch benutzt. 

Spaltungsansatz. Angewandt wurden bei allen Versuchen (Volumen 
= 10ccem) 0,2cem Enzymlésung. py = 7 ohne Puffer, py = 5 mit m/5 
Acetat. Versuchsdauer 24 Stunden; ¢ = 40°. Titrationsprobe 2ccm. Die 
MeBk6lbechen der Glutathion- und Ascorbinséiureversuche waren mit N, 
gefiillt. 





Gelatinespaltung ‘ 
(cem 0,05n KOH) Caseinspaltung Clupeinspaltung 


Tusstastofie eee =a (com 0,050 KOH) (com 0,05n KOH) 
bei py =7 | 5 

o 0,97 0,64 0,54 0,84 

S H-Glutathion 0,91 0,63 0.48 0,80 

HCN 0,90 0,60 0,50 0,84 

Ascorbinsaure 1,04 0,55 0,50 0,78 

Jodessigsiure 0,96 0,68 0,50 0,86 

Hydrazin 0,92 0,59 0,52 0,79 
Fe (II) 0,86 | 0,54 -- 0,48 = 

» Ky Fe (CN), 0,91 0,57 0,53 0,66 

Cu 1,17 0,90 0,24 0,85 

Hg 0,73 0,41 0,22 0,73 


Tabelle VI. Verhalten der Prodigiosusproteinase verschiedenen 
Reinheitsgrades gegeniiber Gelatine und Casein in Gegenwart 
verschiedener Zusatzstoffe. 


Enzymlésungen. Die Proteinaselésungen wurden aus einer viertagigen 
Bouillonkultur des B. prodigiosus Nr. 8 dargestellt. In Lésung I lag die 
Proteinase ungefahr 120-, in Lésung II rund 300mal reiner vor als in der 
Kulturlésung. Beide Lésungen waren frei von Peptidasen. 

Spaltungsversuch. Angewandt wurden 0,5cem der Enzymlésungen. 
pu = 7 (ohne Puffer). Als Substrate dienten 8 °,ige Gelatine- bzw. Casein- 
lésungen, beide vom py = 7. Versuchsdauer 24 Stunden; ¢ = 40°. Titra- 
tionsprobe 2cem. Die MeBkélbchen der Glutathion- und Ascorbinséure- 
versuche waren mit N, gefiillt. 


! Vgl. Bertho-Grassmann, Biochem. Praktikum, 8. 103, 104. Berlin 1936 
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Proteinase- Art und Konzentration Gelatinespaltung Caseinspaltung 
lésung der Zusatzstoffe (ccm 0,05n KOH) ecm 0,05n KOH) 


I 0,83 0,51 
SH-Glutathion m/500 0,73 0.52 
HCN m i00 0,76 0,45 
Ascorbinsaure m/500 0,78 0,54 
K, Fe (CN), m/500 0,77 0,50 
Jodessigsiure m/500 0,81 0.58 
Cu m/1000 0,84 0,33 

0,88 0,52 
SH-Glutathion m/500 0,85 0,54 
HCN m/100 0,82 0.48 
Ascorbinsaure m/500 0,89 0,58 
K,Fe (CN), m/500 0,80 0,47 
Jodessigsaiure m/500 0,90 0,55 
Cu m/ 1000 0,96 0,32 


EinfluB von Enterokinase auf die Proteinasewirksamkeit. 
en Kinflu8B von Enterokinase auf die Wirksamkeit der Bakterien- 
Den E 

proteinase haben wir mit verschiedenen reineren Enzymlésungen 
untersucht, und zwar gegeniiber Gelatine und Casein bei px = 7 (ohne 
Zusatz eines Puffergemisches) und bei pu = 8,9 (mit NH,-NH,Cl- 
Puffer). Wir haben dabei keine Aktivititssteigerung beobachten 
kénnen. 


Das folgende Beispiel diene als Beleg: 


1. Enzymlésungen. a) Pyocyaneus-Proteinaselésung, vgl. Tabelle III; 
b) Prodigiosus-Proteinaselésung, vgl. Tabelle V. 

2. Enterokinaselésung aus Schweinediinndarm dargestellt!. Ihr Akti- 
vierungsvermogen war gegeniiber Pankreastrypsin gepriift worden. 1lcem der 
Lésung enthielt rund 5 mg Trockenriickstand (105°). 

3. Substrate. a) 8° ,ige Gelatine-, b) 8° ige Caseinlésung. 

4. Puffer. Bei py = 7 kein Pufferzusatz; die verschiedenen Kom- 
ponenten des Ansatzes waren auf pq = 7 eingestellt. Bei py = 8,9 2 ccm 
nN H,-NH,Cl-Puffer (1: 1). 

Versuche. Volumen = 10 ccm. Angewandt von Enzymlésung a) | cem, 
von b) 0,2cem. Von der Enterokinaselésung priiften wir verschiedene 
Mengen. Die Angaben in der folgenden Tabelle beziehen sich auf 0,5 ccm. 

Spaltungsdauer 22 Stunden, ¢ = 40°. Titrationsprobe 2 ccm. 





Spaltung (ccm 0,05n K OH) 





Proteinase | Gelatine Casein 
aus 





mit . mit 
Enterokinase Enterokinase 


ur | 0,50 0,51 0,57 0,50 
a 1 O13 0,12 0,11 0,14 
Prodigiosuskultur | 0,89 0,87 0,53 0,57 

9% | 0,33 0,28 0,21 0,24 


Pyocyaneuskult 


1 Vgl. Bertho-Grassmann, Biochem. Praktikum, 8S. 101. Berlin 1936. 
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SchluBblfolgerungen. 


Die mitgeteilten Beobachtungen iiber den EinfluB verschiedener 
Zusatzstoffe auf die Wirksamkeit der Bakterienproteinase beweisen, 
und zwar, wie wir annehmen, stichhaltig, daB die Proteinase der drei 
Bakterienarten nicht zu den Papainasen gehért, auch nicht papain- 
ahnlich ist und wenn sie komplexer Natur sein sollte — auch kein 
papainihnliches Teilenzym enthalt. 

Eine ebenso schliissige Beweisfiihrung fiir die Nichtzugehérigkeit der 
Bakterienproteinase zur Gruppe der Tryptasen 1aBt sich aus Mange! 
an charakteristischen Aktivierungs- und Hemmungserscheinungen in 
dieser Gruppe nicht erbringen. Unsere Ansicht, da die Proteinase 
der drei Bakterienarten nicht zu den Tryptasen gehért, stiitzt sich auf 
den Nachweis ihrer stark verminderten Wirksamkeit bei den optimalen 
Bedingungen der Trypsinwirkung (py = 8 bis 9), auf die Lage ihres 
Wirkungsoptimums bei po = 7 und auf ihre Nichtaktivierbarkeit 
durch Enterokinase. Dem letzteren Befund kommt aber keine besondere 
Bedeutung zu, ob man die Enterokinase als ,,Enthemmungsk6rper* 
oder als spezifischen Aktivator des Trypsins auffa8t, und zwar aus den 
gleichen Griinden, die wir in Zusammenhang mit der Nichtaktivierbarkeit 
der Proteinase durch die Papainasenaktivatoren angefiihrt haben. 


Die Berechtigung der Annahme, daB die Bakterienproteinase als 


Vertreter einer neuen Proteinasegruppe zu gelten hat, wird davon ab- 
hangen, ob die weitere Untersuchung die Einheitlichkeit des Enzyms 
sicherstellt. 


Von den beobachteten Hemmungserscheinungen verdienen die 
durch Cystein, SH-Glutathion und auch Blauséure bewirkten unsere 
besondere Aufmerksamkeit, und zwar aus verschiedenen Griinden. Der 
naheliegende Verdacht, daB die Hemmungserscheinungen nicht auf 
eine Hemmung bzw. teilweise Hemmung der Proteinasewirkung, sondern 
auf eine Hemmung der Peptidasenwirkungen! zuriickgehen, und dal 
die Starke der Erscheinungen mit dem Peptidasengehalt der Lésungen 
parallel geht, hat sich als nicht ganz berechtigt erwiesen. DaB in den 
Versuchen mit alteren, ungereinigten und peptidasenhaltigen Kulturen 
ein Teil der durch SH-Substanzen und Blausdure hervorgerufenen 
Hemmungserscheinungen auf der Ausschaltung der neben den proteo- 
lytischen Vorgingen einherlaufenden peptidatischen Vorginge beruht’, 
geht aus verschiedenen Beobachtungen hervor. So laBt sich beispiels- 
weise die ungleiche Hemmbarkeit der aus Sauton-Nahrlésung gewonnenen 


1 Diese kénnen auch bei py = 7, je nach dem Peptidasengehalt der 
untersuchten Lésung, merklich sein. — ? Vgl. dazu auch die Hemmbarkeit 
der Hefepeptidasen durch H,S und HCN, W. Grassmann u. H. Dyckerhof/, 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 61, 656, 1928. 
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Kulturen des B. pyocyaneus Nr. 3 und 4 und des B. prodigiosus Nr. 3 
und 9 zweifelsohne auf den sehr ungleichen Peptidasengehalt dieser 
Kulturen zuriickfiihren. Die Pyocyaneuskulturen enthielten namlich 
sehr viel mehr Peptidasen als die Prodigiosuskulturen!. Die Auslegung 
der ungleichen Hemmbarkeit wird auch durch den Befund gestiitzt, 
daB die proteolytische Wirkung von Pyocyaneus- und Prodigiosus- 
Bouillon-Kulturen? mit ziemlich dem gleichen Peptidasengehalt durch 
SH-Substanzen und Blausaure auch ziemlich gleich stark bzw. schwach 
gehemmt wird. 


Aber die durch Cystein usw. hervorgerufenen Hemmungserschei- 
nungen riihren nicht ausschlieBlich von der Ausschaltung der Peptidasen- 
wirkungen her; denn auch die Wirksamkeit peptidasenfreier Kulturen 
und auch noch reinerer, peptidasenfreier Proteinaselésungen wird durch 
diese Zusatzstoffe gehemmt, zwar nicht mehr so stark, aber immer noch 
deutlich meBbar. 


Die in Versuchen mit peptidasenfreien Enzymlésungen auftretenden 
Hemmungserscheinungen beruhen nun nicht auf einer teilweisen In- 
aktivierung der Proteinase durch SH-Substanzen oder Blausiure, 
sondern auf anderen, noch unbekannten Ursachen. Die Hemmbar- 
keit der Proteinasewirkung ist nimlich vom Reinheitsgrad des Enzyms 
abhangig. Fiir die Proteinase des B. prodigiosus konnten wir dies bisher 


eindeutig nachweisen: Die Wirksamkeit der Prodigiosusproteinase 
unserer reinsten Praparate wird durch diese Zusatzstoffe nicht mehr 
beeinfluBt. Wie der hemmende EinfluB der SH-Substanzen auf die 
Wirksamkeit weniger reiner Lésungen dieses Enzyms zustande kommt, 
ob Begleitstoffe (Bakterienfarbstoffe’?) hierbei vielleicht eine Rolle 
spielen, lieB sich noch nicht aufklaren. 


Von der Proteinase aus Pyocyaneuskulturen kénnen wir noch nicht 
sagen, ob mit steigendem Reinheitsgrad dieses Enzyms auch die Hemm- 
barkeit seiner Wirkung verschwindet, weil wir noch nicht iiber so weit- 


1 Dieser groBe Unterschied riihrt nicht von einem sehr verschiedenen 
Peptidasenbildungsvermégen der Bakterienarten her, sondern beruht sehr 
wahrscheinlich darauf, daB in den alkalischen Pyocyaneuskulturen viel 
giinstigere Bedingungen fiir eine Autolyse der Bakterien und die Elution 
der Peptidasen aus den Bakterienleibern bestehen als in den sauren Pro- 
digiosuskulturen. Das py der Sauton-Nahrlésung von 7,3 steigt bei der 
Bebriitung mit Pyocyaneusbakterien sehr rasch auf py = 8 bis 9, waihrend 
es bei der Bebriitung mit Prodigiosusbakterien ziemlich rasch auf pq = 6 
bis 5 fallt. Die pg-Veranderungen der Sauton-Lésung wiaihrend des Bak- 
terienwachstums sind fiir die beiden Bakterienarten charakteristisch. — 
? In Bouillonkulturen der beiden Bakterienarten verschiebt sich das py 
ziemlich gleichmaBig nach der alkalischen Seite. Die Pyocyaneuskulturen 
werden etwas alkalischer als die Prodigiosuskulturen. 


Biochemische Zeitschrift Band 294. 
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gehend gereinigte Lésungen dieses Enzyms verfiigten'. Es ist jedoch zu 
vermuten, daB dies der Fall sein wird. Sollte wider Erwarten die teil. 
weise Hemmbarkeit der Wirkung der Pyocyaneusproteinase bei weiterer 
Reinigung bestehen bleiben und auf einer reversiblen oder irreversiblen 
Inaktivierung eines Teiles des Enzyms oder eines Teilenzyms beruhen, 
dann ergiben sich daraus verschiedene Folgerungen. Welcher Art diese 
sein kénnten, wollen wir im einzelnen nicht anfiihren; sie liegen auch 
auf der Hand. 

Weitere Beachtung verdient der zum Teil verschiedenartige Einfluls 
des Kupfers auf die Proteolyse. Dieser ist bei der Prodigiosusproteinase 
,, substratspezifisch*. Ihr Wirkungsvermégen gegentiber Casein wird 
gehemmt, gegeniiber Clupein nicht beeinfluBt und gegeniiber Gelatine 
etwas gefordert. Die Art der Kupferwirkung erweist sich auch abhangig 
von der Herkunft der Proteinase: Die Proteinase aus Pyocyaneus- 
kulturen wird gegeniiber Gelatine gehemmt, die aus Prodigiosus- 
kulturen, wie gesagt, ganz wenig geférdert. Dagegen hemmt Queck- 
silber immer, unabhangig von der Natur des Substrats und von der 
Herkunft des Enzyms. Da®B Kupfer und Quecksilber auf die gleiche 
Enzymreaktion entgegengesetzt wirken kénnen, ist bekannt. Wir 
miissen vorerst die Frage nach dem Grund der Erscheinungen und ihrer 
Bedeutung in bezug auf die Identitat der beiden Bakterienproteinasen 
offen lassen. 


Ill. Die Trennung der Proteasen und die Anreicherung der Proteinase. 


Unsere bisherigen Erfahrungen iiber die"Trennung der Proteasen 
und die Anreicherung der Proteinase haben wir hauptsachlich an 
Bouillonkulturen verschiedener Zusammensetzung und sehr ver- 
schiedenen Alters von insgesamt zehn Staémmen der drei Bakterien- 


a 


arten gesammelt. 

Fiir die Aktivitats-pq-Versuche und fiir die Untersuchungen des Ver- 
haltens der Bakterienproteinase gegeniiber verschiedenen Zusatzstoffen 
brauchten wir reinere, peptidasenfreie Proteinaselésungen aus den Kulturen 
méglichst vieler Bakterienstimme. Die ReinigungsmaBnahmen mubten 
demnach einfach und ohne groBen Zeitaufwand durchzufiihren sein; sie 
sollten sich auch fiir praparative Zwecke eignen. Die Schwierigkeiten, die 
sich einem solchen Vorhaben entgegenstellten, waren gréBer als wir ver- 
mutet haben. 

Die Darstellung reinerer, peptidasenfreier Proteinasepraparate 
kann ihren Ausgang nehmen: 1. Von peptidasenfreien, 2. von pepti- 
dasenhaltigen Kulturen. Im letzteren Falle ist man gezwungen, die 
Proteinase von den Peptidasen zu einem dafiir giinstig erscheinenden 


1 Anm. bei der Korrektur: Auch rund 200mal reinere Pyocyaneus- 
proteinase wird noch schwach gehemmt. 
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Zeitpunkt der Reinigung abzutrennen. Wir muBten zuerst den zweiten 
Weg beschreiten, weil uns anfanglich nur altere, 12- bis 25tagige Kulturen 
zur Verfiigung standen, die sowohl Proteinase als auch Peptidasen 
(Aminopolypeptidase und Dipeptidase) in wechselndem Mengenverhilt- 
nis enthielten. Der Proteinasegehalt jiingerer Kulturen unserer Stamme, 
die, wie wir spater feststellten (auf Grund ihrer Vorgeschichte), noch 
nicht wieder im Besitze ihres vollen Enzymbildungsvermégens waren, 
war zu gering, um damit arbeiten zu kénnen. Auch nahmen wir an, 
daB die enzymreichsten, das sind in der Regel die alteren Kulturen, 
auch die zur Gewinnung von Proteinasepraparaten geeignetsten waren. 
Das war ein Irrtum, wie sich im Laufe der Arbeit herausstellte; denn 
mit dem Alter der Kultur steigt auch ihr Gehalt an den verschieden- 
artigsten Autolyseprodukten der Bakterien, von denen die Proteasen 
sehr schwierig und nicht selten nur unter groBen Verlusten abzutrennen 
sind. 


Um von peptidasenfreien Kulturen ausgehen zu kénnen, miissen 
einige Voraussetzungen erfiillt sein. Beispielsweise muS8 man Bakterien- 
stiimme besitzen, die nicht nur auBerordentlich gute Proteinasebildner sind 
(bzw. sehr rasch wachsen und zerfallen), sondern auch das Enzym sehr 
rasch in die Nahrlésung abgeben, noch bevor die Peptidasen in merklichen 
Mengen darin auftreten. In der Literatur steht wohl, daB die Peptidasen 
sehr viel spater als die Proteinase in der Nahrlésung nachzuweisen sind, 
aber das ist nicht immer der Fall, vor allem nicht bei den ausgezeichneten 
Enzymbildnern. Bei diesen ist die Zeitspanne zwischen dem Auftreten der 
Proteinase und der Peptidasen in der Lésung sehr kurz, weil namlich der 
gute Enzymbildner nicht nur rasch wachst und abstirbt, sondern auch rasch 
autolysiert. Es hat vieler Versuche bedurft, bis wir auf solche Stamme! 
stieBen und die Bedingungen kennenlernten, bei denen sie den Anforderungen 
geniigen. Ferner mu8 man den Zeitpunkt kennen, von dem an die Pepti- 
dasen beginnen, in die Nahrlésung iiberzutreten, um sofort bzw. schon 
kurz vorher den Kulturversuch abbrechen zu kénnen. Da dieser Zeitpunkt 
sich von Kulturversuch zu Kulturversuch fast immer andert, mu8 man ihn 
immer wieder neu ermitteln, und zwar durch tagliche Bestimmungen des 
Proteinase- und Peptidasengehalts der Kultur. Das erfordert natiirlich 
bei der Darstellung gréBerer Mengen solcher Kulturlésungen einen ziemlich 
groBen Arbeitsaufwand, auch wenn man nur Stichproben aus der groBen 
Zahl der Kolben nimmt?, d.h. nur den Gang der Enzymproduktion in 
einzelnen Kolben iiberwacht. AuSerdem besteht bei einem solchen Vorgehen 
die Gefahr, den Kolbeninhalt bei der Probeentnahme mit fremden Keimen 


1 Wir wollen nicht verschweigen, da8 diese Stamme ,,launenhaft* sind. 
Aber auch andere Staémme wechseln plétzlich (aus bisher undurchsichtigen 
Griinden) ihr Verhalten. — ? Wir pflegen nach dem Abbruch des Kultur- 
versuchs vor dem Zusammengeben der einzelnen Kolben deren Proteinasen- 
gehalt ungefahr zu bestimmen, um die geringwertigen Kolbeninhalte 
ausschalten zu kénnen. Ein solches Vorgehen hat sich als notwendig er- 
wiesen, wenn man iiber groBe Mengen gut wirksamer Kulturlésungen ver- 
fiigen will. 

Q* 
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zu verunreinigen. Wir umgehen, wie wir anfiihren wollen, diese Schwierig 
keiten dadurch, da wir schon nach sehr kurzer Kulturdauer, d. h. nac! 
2 bis 3 Tagen, den Kulturversuch abbrechen. Ein solches Vorgehen isi 
aber nur dann méglich, wenn man iiber auBerordentlich rasch und reichlicl: 
Proteinase bildende Bakterienstimme verfiigt. Der Proteinasegehalt de: 
Kulturlésung solcher Bakterienstémme, von denen wir zwei besitzen, ist 
nach 2 bis 3 Tagen so groB, wie der zehn- und mehrtagiger Kulturen von 
Stimmen, die auch tiber ein gutes Enzymbildungsvermégen vertfiigen. 
Dieser giinstige Umstand, d.h. der Besitz von hochwirksamen, 
peptidasenfreien Pyocyaneuskulturen, hat den Fortgang der Arbeit 
sehr geférdert; denn es war uns bis dahin nur sehr unvollkommen 
gelungen, d. h. unter groBen Enzymverlusten, unsere alteren Pyocyaneus. 
kulturen zu reinigen, die Proteinase von den Peptidasen abzutrennen. 


Adsorptionsverhalten der Proteinase in Kulturfiltraten. 


Die Proteinase kann nicht ohne weiteres aus den Kulturfiltraten 
der drei Bakterienarten mit befriedigender Ausbeute adsorbiert werden. 
Sie liegt namlich darin in benachteiligter Kopzentration vor, und zwar 
in jiingeren Kulturen gegenitiber den noch reichigth vorhandenen Bouillon- 
bestandteilen, in dlteren Kulturen gegeniiber den bakteriellen Stoff- 
wechselprodukten und den durch die Autodigestion der abgestorbenen 
Bakterien in Lésung gegangenen Spaltstiicken der Bakterienleibes- 
substanz. Wenn man die Adsorptionsmethode zur Reinigung der 


Proteinase und auch zur Trennung der Proteasen benutzen will, dann 
muB man die Kulturfiltrate zuerst vorreinigen, um méglichst giinstige 
Bedingungen fiir eine auswahlende Adsorption der Proteinase zu schaffen. 
Aus unseren reineren, peptidasenfreien Proteinaselésungen laBt sich 
das Enzym auswahlend adsorbieren. Wir werden dariiber demnachst 
berichten, 


Die Trennung der Protetisen. 


Die Abtrennung der Proteinase von den Peptidasen ist auf ein- 
facherem Wege méglich gewesen als wir vermutet haben. Das ein- 
fachste Trennungsverfahren, das gleichzeitig auch eine ziemliche An- 
reicherung der Proteinase erméglicht, griindet sich auf die Fallbarkeit 
der Proteinase und die Nichtfallbarkeit der Peptidasen aus den Kultur- 
fliissigkeiten durch organische Lésungsmittel bei den angewandten Be- 
dingungen. Die Nichtfallbarkeit der Peptidasen ist aber nicht allein 
der Grund, warum man auf diese Weise zu peptidasenfreien Proteinase- 
praparaten gelangt. Soweit wir das bisher feststellen konnten, werden 
nimlich die Peptidasen vom Fallungsmittel teilweise zerstért oder auf 
eine andere Weise inaktiviert. Denn man findet nur noch einen Teil 
der urspriinglich in der Kultur vorhandenen Peptidasen in der Mutter- 
lauge wieder; an diesem Ergebnis andert sich auch nichts, wenn man 
die peptidasenfreie Proteinaselésung wieder mit der unter schonen- 
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den Bedingungen vom Alkohol befreiten Mutterlauge zusammenmischt. 
Ks scheint, daB besonders die Bakteriendipeptidase durch Alkohol 
ziemlich leicht irreversibel inaktiviert wird (vgl. dazu Beipsiel 1, S. 25). 
Wir werden diese Verhaltnisse noch eingehender untersuchen: vielleicht 
lernen wir dabei den Mechanismus dieses Inaktivierungsvorganges 
naher kennen. Von den gepriiften organischen Lésungsmitteln hat sich 
Holzgeist zum Ausfallen der Proteinase am besten bewahrt, weniger 
gut Athylalkohol und ziemlich schlecht Aceton, d. h. schlecht in bezug 
auf den Reinheitsgrad der Proteinase im Niederschlag. 

Dieses Verfahren fiihrt aber nicht bei den Kulturfliissigkeiten aller 
Stamme der drei Bakterienarten, die wir untersucht haben, zur Ab- 
trennung unter gleichzeitiger Anreicherung der Proteinase. Man kann 
wohl, wie das Beispiel 2, S. 26, zeigt, durch Zusatz von Holzgeist, wie 
auch von Alkohol oder Aceton, zu verschieden alten Kulturfiltraten 
zahlreicher, aber nicht aller Staémme, peptidasenfreie Proteinase- 
praparate darstellen. Es gelingt aber nur aus den Kulturfliissigkeiten 
weniger Stimme, vor allem einiger Prodigiosusstimme, auf diese Weise 
die Proteinase vollstaindig oder fast vollstandig abzuscheiden und dabei 
gleichzeitig ziemlich weitgehend anzureichern (vgl. dazu die ver- 
schiedenen Beispiele). Es ist bemerkenswert, daB darunter die pepti- 
dasenreichsten Bouillonkulturen der Prodigiosusstamme sind, aus 
denen wir mit Holzgeist die besten peptidasenfreien Proteinasepraparate 
darstellen konnten. Ungeeignet erwiesen sich dazu Bouillonkulturen, 
vor allem altere des B. pyocyaneus. Denn entweder lieB sich nur ein 
Bruchteil der Proteinase oder iiberhaupt keine ohne weiteres aus den 
Kulturfiltraten abscheiden, auch wenn man die Alkoholkonzentration 
auf 80 und mehr Prozent erhéhte. Dagegen gelang es uns, aus dialy- 
sierten Kulturfiltraten verschiedener Pyocyaneusstimme z. B. mit 
Holzgeist mindestens zwei Drittel der Proteinase in ziemlich gutem 
Reinheitsgrad abzuscheiden. Die Fallungsverhiltnisse haben sich also 
durch oder wahrend der Dialyse merklich geandert. Mit etwas besserem 
Erfolg in bezug auf Ausbeute und Reinheitsgrad der Proteinase lieBen 
sich die an Prodigiosuskulturen ausgearbeiteten Trennungs- und An- 
reicherungsmaBnahmen auf Kulturen des B. fluorescens liquefaciens 
iibertragen. 

Das Verhalten der Proteinase in den verschiedensten Kulturen 
gegeniiber den Fiallungsmitteln hangt weder von der Molekular- 
gréBe des Enzyms ab, noch sagt es dariiber etwas aus. Auch spricht es 
nicht gegen eine Identitat der Proteinasen. Ob und bei welcher Kon- 
zentration des Fallungsmittels die Proteinase aus den Kulturfiltraten 
gefallt wird, hangt weitgehend von den Inhaltsstoffen der Kulturen ab, 
vor allem von den Stoffwechselprodukten und der in Lésung gegangenen 
Spaltstiicke der autolysierten Bakterienleibessubstanzen. Da die Art 
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und Menge dieser Inhaltsstoffe 1. von der Bakterienart, 2. vom Bak 
terienstamm, 3. von der Zusammensetzung des Nahrsubstrats und 
4. (selbst bei gleichem Bakterienstamm, gleichem Nahrsubstrat und 
gleichen Kulturbedingungen) von der Kulturdauer bestimmt werden, 
folgt, daB selbst zwischen verschieden alten Kulturen ein und des- 
selben Bakterienstammes die mannigfaltigsten Unterschiede in bezug 
auf Art und Menge der Inhaltsstoffe und demzufolge auch in der 
Fallbarkeit der Proteinase bestehen kénnen (vgl. die verschiedenen 
Beispiele). Das Beispiel 3, S. 27, zeigt sehr deutlich die verschiedene 
Fallbarkeit der Proteinase aus verschieden alten Kulturfliissigkeiten 
dreier Prodigiosusstimme durch Holzgeist. Aus dem Ergebnis dieser 
Versuche geht hervor, daB vom Prodigiosusstamm Nr. 2 keine Kultur, 
vom Stamm Nr. 8 nur die jiingeren und vom Stamm Nr. 4 alle Kulturen 
zur Trennung der Proteasen unter gleichzeitiger Anreicherung der 
Proteinase geeignet sind. 


Die Unterschiede im Verhalten der Proteinase gegen organische 
Lésungsmittel, (N H,).S 0, usw. sind in ganz jungen Kulturen (zwei- bis 
viertagigen) am geringsten; in~solchen Prodigiosus- und Pyocyaneus- 
kulturen ist die Fallbarkeit des Enzyms ziemlich gleich, denn hier sind 
die Stoffwechselprodukte und Autolyseprodukte noch in der Minderzahl, 
die Nahrsubstrate in der Mehrzahl und bestimmen das Verhalten. 


Worauf der EinfluB der Inhaltsstoffe auf das Verhalten der Proteinase 
gegen organische Lésungsmittel beruht, ist unklar. Vielleicht — und dies 
ware die einfachste Erklarung — handelt es sich hierbei lediglich darum, ob 
einer der Inhaltsstoffe ausgefallt wird und dabei gleichzeitig als Adsorbens 
wirkt. Diese Erklarung kénnte zutreffend sein, weil namlich die Kulturen, 
aus denen wir kein Enzym ausfallen konnten, in jedem Verhialtnis mit 
Holzgeist ohne Niederschlagsbildung mischbar waren. Es scheint aber, 
daB die Verhaltnisse komplizierter sind, und zwar dadurch, daB® die Pro- 
teinase und auch die Peptidasen in den Kulturlésungen auf irgendeine Art 
mit Inhaltsstoffen verkniipft sind. Die Art der Verkniipfung, die Natur des 
Partners und das Verhalten dieses Komplexes gegeniiber dem Fallungsmittel 
scheint die Fallbarkeit der Proteinase zu bestimmen. Uber die Art, wie 
das Enzym mit dem Inhaltsstoff verkniipft ist, ob durch einfache Adsorption 
oder in Form eines Symplexes, laBt sich ebensowenig etwas aussagen, wie 
iiber die Natur des Partners. Wir nehmen eine Verkniipfung der Proteinase 
mit Inhaltsstoffen an, die zu den Schleimstoffen gehéren. Diese kommen in 
allen Kulturen reichlich vor, am reichlichsten in Pyocyaneus- und Liquefaciens- 
kulturen. Die Schleimstoffe sind zum Teil ziemlich komplexe und hoch- 
molekulare Gebilde, die in Form von mehr oder minder dicken Faden 
oder Hautchen die Kulturlésungen durchsetzen und, wahrscheinlich 
durch enzymatische Vorginge, allmahlich in Lésung gehen. Sie verleihen 
besonders den alteren Kulturen fadenziehenden und hochviskosen Charakter. 
Die in Lésung befindlichen Schleimstoffe verhalten sich sehr verschieden 
z. B. gegeniiber Holzgeist; wenn sie ausgefillt werden, sind sie gréBtenteils 
nicht mehr wasserléslich (auch in verdiinntem Alkali sind sie unléslich): 
sie sind denaturiert und nehmen ein sehr verschiedenes Aussehen an (gallertig, 
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fadenziehend, kriimelig usw.). Die Proteinase laBt sich solchen Nieder- 
schlagen leicht mit Wasser entziehen. Wir vermuten, da®B durch Alkohol 
oder durch den Denaturierungsvorgang die Bindungen gelést wurden. Je 
nach der Léslichkeit der niedergeschlagenen Schleimstoffe kénnen bei der 
Extraktion der mit Holzgeist ausgefallten Niederschlige mit Wasser Enzym- 
losungen verschiedensten Triibungsgrades entstehen. Im vinzelnen ist das 
Verhalten der durch organische Lésungsmittel aus den Kulturen aus- 
gefallten Niederschlage beim Lésungsversuch trotz der Mannigfaltigkeit der 
Erscheinungen doch so charakteristisch fiir die einzelnen Bakterienstiimme, 
daB wir beispielsweise bei drei unserer Prodigiosusstémme auf Grund des 
Aussehens und Verhaltens der Niederschlage angeben kénnen, von welchem 
Stamm die einzelnen Kulturlésungen herriihren. 


Die Schleimstoffe gestalten die Reinigung der Kulturfiltrate 
ziemlich schwierig und in einzelnen Fallen sehr verlustreich in bezug 
auf die Proteinase. Es ist klar, dab wir fiir Reinigungsversuche im 
praparierten MaBstab nur die Kulturen der Stamme benutzen, die 
méglichst arm an Schleimstoffen sind, also junge Kulturen, oder deren 
Schleimstoffe bei der Abtrennung der Proteinase keine besonderen 
Schwierigkeiten bereiten, beispielsweise Kulturen des B. prodigiosus Nr. 4. 


Vorreinigung der Proteinase. 


Anfanglich gingen wir bei unseren Anreicherungsversuchen von 
dialysierten, konzentrierten Bouillonkulturen aus und versuchten die 
Proteinase mit verschiedenen Fallungsmitteln, vor allem mit organischen 
Lésungsmitteln, auszufallen'. Das Beispiel 4, S. 28, beschreibt, wie 
wir dabei vorgegangen sind und welches Ergebnis erzielt wurde. Auf 
diese Weise haben wir sehr verschieden alte Bouillonkulturen zahl- 
reicher Stémme der drei Bakterienarten untersucht. Nur mit den 
Kulturen des B. prodigiosus Nr. 2 und 3, des B. pyocyaneus Nr. 3 und 4 
und des B. fluorescens liquefaciens Nr. 2 waren die Resultate befriedigend, 
mit den Kulturen des B. prodigiosus Nr. 4, 8 und 9 sehr gut. In den 
Fallen, in denen die Einengung der Kulturfiltrate durch Vakuum- 
destillation wegen allzu starkem Schaéumens, auch nach Zusatz von 
Octylalkohol, nicht méglich war (altere Pyocyaneus- und Fluoreszenz- 
kulturlésungen), wurde sie im Faust-Heimschen Apparat vorgenommen. 
Die Proteasen iiberstehen eine solche Behandlung ohne Schadigung. 

Bei proteinasereichen Kulturen, besonders bei solchen des B. prodi- 
giosus, kann man, ohne vorherige Einengung des Kulturfiltrats, 
Dialyse und nachfolgender Einengung des Dialysats, die Proteinase 
mit Holzgeist (oder Alkohol) sofort aus dem Kulturfiltrat aus- 
fallen. Im praparativen Versuch nehmen wir, um Fallungsmittel zu 
sparen, die Ausfallung des Enzyms erst nach vorherigem Einengen der 
Kulturlésungen vor. 


1 Uber Fallungsversuche mit (NH,),SO,, Uranylacetat usw. werden 
wir in anderem Zusammenhang berichten. 
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Verwendet man junge Bouillonkulturen zur Darstellung reinerer 
Proteinasepraparate, so werden vor der Ausfallung der Proteinase die 
noch reichlich vorhandenen héher molekularen Nahrsubstrate (die durch 
Holzgeist fillbar sind), durch Selbstverdauung abgebaut. Aus solchen 
vorbehandelten jungen Kulturen fallt Holzgeist reinere Enzympraparate 
als aus nicht vorbehandelten (vgl. Beispiel 5, S. 29). 

Eine Erhéhung des Reinheitsgrades der Proteinase in den durch 
Alkoholfallung gewonnenen Praparaten, und zwar um das Zwei- bis 
Dreifache, kann man erzielen, wenn man die Proteinase bei bestimmtem, 
von der Herkunft und vom Reinheitsgrad des Praparats etwas ab- 
hangigen sauren py (isoelektrischen Punkt) ausfallt und die Fallung 
wiederholt bzw. das umgefallte Proteinasepraparat nochmals mit Holz- 
geist ausfallt (vgl. das Beispiel 5, S. 29). 

Auf diesem einfachen Wege (zweimalige Alkoholfallung, zweimalige 
Saurefallung mit anschlieBender Alkoholfallung) erhielten wir Proteinase- 
priparate, in denen das Enzym im giinstigsten Falle ungefahr 400 mal 
reiner vorlag als im Ausgangskulturfiltrat. Uber die weitere Reinigung 
solcher Proteinasepriparate durch (NH,),8O,-Aussalzung und mit 
Hilfe der auswaihlenden Adsorption werden wir demnachst berichten. 


Dialyse von Kultur- und reineren Proteinaselésungen. 


Bouillonkulturfiltrate kinnen mehrere Tage bei Zimmertemperatur 
aus sogenannten Fischblasen, Cellophanschliuchen oder Pergament- 
hiilsen dialysiert werden, ohne daB ihre proteolytische Wirkung meBbar 
abnimmt. Man beobachtet im Gegenteil oftmals, worauf schon G. Gor- 
bach hingewiesen hat, daB die proteolytische Wirkung dialysierter 
Kulturfiltrate etwas gréBer ist als die des urspriinglichen Kultur- 
filtrats. Wir sind mit G. Gorbach der Meinung, daB die Erhéhung der 
proteolytischen Wirkung von Kulturfiltraten durch Dialyse sehr wahr- 
scheinlich durch Beseitigung hemmend wirkender Inhaltsstoffe erfolgt. 
Auch andere ReinigungsmaBnahmen kénnen auf Grund des gleichen 
Vorganges zu einer Erhéhung der proteolytischen Wirkung fiihren. 
Reinere Proteinaselésungen, die aus Bouillonkulturen dargestellt sind, 
lassen sich ebenfalls einige Zeit bei Zimmertemperatur ohne nennens- 
werten Wirkungsverlust dialysieren. Dagegen nimmt die proteolytische 
Wirkung von Kulturlésungen, die durch Bebriiten ,,synthetischer* 
Nahrsubstrate erhalten werden, bei einer mehrtagigen Dialyse ziemlich 
stark ab (vgl. Tabelle I, 8.10). Aber diese WirkungseinbuBe ist nicht 
allein die Folge eines Proteinase-, sondern auch eines Peptidasenverlustes. 


Bemerkung tiber Prodigiosin und P yocyanin. 
Bei der Dialyse von Kulturfiltraten, die durch Bebriiten der ,,syntheti- 
schen‘* Nahrlésung von B.Sauton gewonnen wurden, beobachteten wir, 
dai der Farbstoff des B. prodigiosus, das Prodigiosin, zur Hauptsache im 
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Cellophanschlauch zuriickgehalten wurde, wahrend der Farbstoff des 
3. pyocyaneus, das Pyocyanin, glatt durch Cellophan diffundierte. Das py 
der Kulturfiltrate war gleich: Zu Beginn der Dialyse py = 8, am Ende 
pu = 6,5. Wir fiihren das verschiedene Diffusionsverhalten der beiden 
Farbstoffe auf die Art ihrer Bindung an Substanzen der Kulturlésung zuriick : 
Das Pyocyanin ist fester mit einem der hochmolekularen Inhaltsstoffe 
verkniipft als das Prodigiosin; vielleicht liegt dieses auch frei in der Kultur- 
lésung vor. Ob das verschiedene Vorkommen der Farbstoffe in Kultur- 
filtraten ein zufalliges ist, oder ob es letztlich auf eine verschiedene Ver- 
ankerung der Farbstoffe in der Bakterienzelle zuriickgeht, bleibt ungeklart. 


Beispiel 1. Trennung von Proteinase und Peptidasen durch 
Holzgeistfallung. 

Ausgang. 1. Achttagige Bouillonkultur des B. prodigiosus Nr. 8 und 
2. 18tagige Bouillonkultur des B. prodigiosus Nr. 4. 

Versuche. Je 500 cem der Kulturfiltrate (py = 7) versetzten wir unter 
guter Kiihlung mit 1000 ccm Holzgeist (¢ = — 10°), und zwar anfanglich 
portionsweise, so dal} die Temperatur nicht iiber + 2° stieg. Nach ungefabr 
einstiindigem Stehen der Mischungen in Eiswasser hatten sich grobflockige 
Niederschlage abgeschieden; sie wurden abgeschleudert, nach dem Ent- 
fernen der Mutterlauge zweimal mit je 40 ccm Wasser 15 Minuten lang 
verriihrt, die Extrakte vom Ungelésten (bei Pr, mehr als bei Pr,) getrennt, 
vereinigt und zur Klarung bei 12000 Umdrehungen 15 Minuten zentrifugiert. 
Endvolumen 100 cem (px = 7). Die klaren Lésungen versetzte man unter 
den gleichen Bedingungen wie oben mit 200 cem Holzgeist. Da in beiden 
Lésungen kein Niederschlag ausfiel, wurden sie mit wenig alkoholischer 
Natriumacetatlésung versetzt. Die alsbald sich ausscheidenden Nieder- 
schlage schleuderte man nach dem Absitzen ab; sie lésten sich fast restlos 
in Wasser. Nach dem Filtrieren waren sie klar und farblos. Volumen der 
Lésungen 100 cem (pH = 7). (Die Lésungen dieser Niederschlage sind oft 
verhaltnismaBig alkalisch; bis py = 8.) Manchmal scheiden sich aus solchen 
Lésungen nach liaingerem Aufbewahren (Kiihlschrank + 2°) noch geringe 
Niederschlage aus. 

Die Mutterlaugen der ersten Fallung wurden im Vakuum (Innentempe- 
ratur 16 bis 18°) stark eingedampft, die Konzentrate mit Wasser auf- 
genommen, das px kontrolliert und eventuell auf 7 gebracht und auf 100 cem 
aufgefiillt. Die Mutterlaugen der zweiten Fallung kénnen verworfen werden, 
denn sie sind frei von Enzym, enthalten aber noch merkliche Mengen 
organischer Substanz. (Leitet man zum Auslésen der Fallung CO, in die 
wasserig-alkoholischen Lésungen ein — anstatt Natriumacetat hinzu- 
zusetzen ——, so ist die zweite Mutterlauge auch von organischen Substanzen 
frei. Man kann also durch die Verwendung von Acetat anstatt von CO, 
einen kleinen Reinigungseffekt erzielen.) 


Spaltungsversuche: Bestimmt wurde die Wirkung von 2cem der 
Kulturfiltrate, von 0,4 bzw. 0,8cem der Niederschlagslésungen und der 
Mutterlaugen gegeniiber 1. 5cem 8° iger Gelatine-, 2. 5cem 8 %iger 
Casein-, 3. 4cem Leucylglycylglycin-', 4. 6cem Leucylglycinlésung', im 


1 Vgl. Bertho-Grassmann, Biochem. Praktikum, S. 103 u. 104. Berlin 
1936. 
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10-cem-Spaltungsansatz (pH = 7, 7,2 bzw. 7,8) nach 24 Stunden bei 40°. 
Toluol. Titrationsprobe 2 ccm. 





Spaltung (eem 0,05 n KOH) 





Priparate 


: ‘ Leucylglycyl- 5 
Gelatine Casein glycin Leucylglycin 


Kulturfiltrat Pr, 1,18 0,79 0,47 1,43 
Niederschlagslésung 1,2: 0,67 0,06 0,08 
-- 0,09 0,11 


Mutterlauge (1) 0,07 — 0,02 0,23 0,46 
0,06 0,09 0,49 0,97 
Kulturfiltrat Pre ........ 1,03 0,62 0,38 0,93 


Niederschlagslésung .. . 0,97 0,48 0,03 0,05 
. - — 0,03 0,07 


Mutterlauge (1) 0,17 0,10 | 0,18 | 0,42 
0,30 0,17 | 0,80 0,79 
| 
Beispiel 2. Verschiedene Fallbarkeit der Proteinase aus 
Kulturen der drei Bakterienarten durch Holzgeist. 


Ausgang. 20tagige Kulturfiltrate des Pr,, Py,, Py, und Li,. (Nahr- 
substrat: Rindfleischextrakt + 2°% Witte-Pepton und 1% NaCl, pu = 7,0, 
t = 22°.) id 

Versuche. Je 500 cem Kulturfiltrat wurden nach dem Abkiihlen 
(t = 0°) portionsweise mit der doppelten Menge Holzgeist (¢ = — 10°) ver- 
setzt. Die Mischung wurde solange in Eiswasser aufbewahrt, bis der flockig 
ausgefallene Niederschlag sich gut abgesetzt hatte. Aus dem Py,-Kultur- 
filtrat fiel kein Niederschlag aus. Die Menge des Niederschlages aus dem 
Pr-Kulturfiltrat war gréBer als aus den Py,- und Li,-Kulturfiltraten. Die 
Lésungen der von der Mutterlauge abgetrennten Niederschlige wurden 
filtriert, die klaren Filtrate auf 100 ccm aufgefiillt (py = 7) (Niederschlag 
erste Lésung). Die Mutterlaugen bzw. das alkoholhaltige Py,-Kulturfiltrat 
versetzte man nochmals mit 1000 cem Holzgeist: Aus dem Py,-Kulturfiltrat 
und aus der Mutterlauge des Pr-Kulturfiltrats fielen keine Niederschlage 
aus. Die Menge der Niederschlage aus den Py,- und Li,-Mutterlaugen war 
dieses Mal viel gréBer als bei der ersten Alkoholfallung. Die Niederschlage 
wurden zweimal mit 50 bzw. 40 ccm Wasser verriihrt und jeweils nach 
einer halben Stunde von einem sehr erheblichen Riickstand abgetrennt, 
die vereinigten Ausziige, die ziemlich triib waren, auf py = 7 eingestellt 
und auf 100 cem aufgefallt. (Niederschlag zweite Lésung). 


Das holzgeisthaltige Py,-Kulturfiltrat und die Mutterlaugen wurden 
im Vakuum stark eingeengt, die Konzentrate mit Wasser aufgenommen: 
die Mutterlaugen auf 100 ccm (px = 7), das Py,-Konzentrat auf 500 ccm 
(px = 7) aufgefiillt. 

Spaltungsversuch. Im 10-cem-Spaltungsversuch (px = 7) wurden 2 ecm 
der Kulturfiltrate, 0,4 cem der Niederschlagslésungen bzw. der Mutterlaugen 
angewandt. Spaltungsdauer 22 Stunden, ¢ = 40°. Titrationsprobe 2 ccm. 
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Gelatinespaltung Leucylglycinspaltung 
(ecm 0,05n KOH) (ccm 0,05n KOH) 


Priiparate 
Pry-Kulturfiltrat 0,91 1,14 
Pr,-Niederschlagslésung 0,99 0,07 
Pr,-Mutterlauge 0,05 0,54 
Py,-Kulturfiltrat ................. 0,84 0,76 
Py,-Niederschlag 1. Lésung 0,28 0,03 
Py,-Niederschlag 2. Lésung 0,48 0,16 
Py,-Mutterlauge.................. 0,39 
Py,-Kulturfiltrat : 1,43 
Py,-Kulturfiltrat (Alkohol befreit) . 1,03 
Li,-Kulturfiltrat 7 0,84 
Li,-Niederschlag 1. Lésung 0,07 
Li,-Niederschlag 2. Lésung é 0,20 
Lig-Mutterlauge y 0,39 


Beispiel 3. Verhalten der Proteinase und Peptidasen in ver- 
schieden alten Kulturfliissigkeiten der Prodigiosusstamme 
Nr. 2, 4 und 8 bei der Holzgeistfallung. 


1. Kulturfliissigkeiten. Je 250 cem Bouillon (Rindfleischextrakt + 1°% 
Witte-Pepton und 0,5°, NaCl, Anfangs-py = 6,5) in 1-Liter-Kolben wurden 
mit B. prodigiosus Nr. 2, 4 und 8 gleichmaBig, d.h. mit gleichen Mengen 
einer gut gewachsenen 48stiindigen Bouillonkultur beimpft; t = 22°. Die 
Kulturen des Pr, (je 250 ccm) arbeiteten wir nach einer Kulturdauer von 
2, 4, 8, 12, 18 und 28 Tagen, die des Pr, und Pr, nach einer Kulturdauer von 
8, 12, 18 und 28 Tagen auf, nachdem sie durch Zentrifugieren, Filtrieren und 
Behandeln mit Toluol keimfrei gemacht waren. Die Kulturen wurden auf 
pu = 7 eingestellt. 

2. Aufarbeitung der Kulturen. Je 200cem Kulturfliissigkeit wurden 
unter guter Kiihlung vorsichtig mit insgesamt 400 cem Holzgeist (¢ = — 10°) 
versetzt. Nach ungefahr einstiindigem Stehen der Mischung in Eiswasser 
hatte. sich der grobflockige Niederschlag, der aus allen Kulturen ausfiel, gut 
abgesetzt; er wurde abgeschleudert und nach Entfernung der Mutterlauge 
mit 50 cem Wasser verriihrt. Dann trennte man das ungelést Gebliebene ab, 
verriihrte dieses nochmals mit 40 ccm Wasser und klarte die vereinigten 
Ausziige durch 15 Minuten langes Zentrifugieren bei 10000 Umdrehungen. 
Die Lésung (Volumen 100cem) wurde unter guter Kiihlung vorsichtig 
mit 200 cem Holzgeist (¢ = —10°) versetzt, der entstandene Niederschlag 
nach dem Absitzen von der Mutterlauge getrennt und in Wasser auf- 
genommen. Er ging nun ziemlich restlos in Lésung. Diese Lésung wurde 
filtriert, das Filtrat auf 40 ccm aufgefiillt (pq = 7). Aus verschiedenen 
Lésungen fiel beim Aufbewahren bei + 2° nach einiger Zeit noch ein fein- 
flockiger Niederschlag aus. 

Das Verhalten der Niederschlage aus den verschiedenen Kulturen 
beim Lésungsversuch, die Menge und das Aussehen (Farbe, Beschaffenheit, 
wie gallertig, schleimig, fadenziehend, kriimelig) des ungelésten Anteils der 
Niederschlage und das Aussehen der Lésung (klar, opaleszierend, triib bis 
undurchsichtig) sind fiir die einzelnen Bakterienstémme sehr charakteristisch. 
Man kann daraus bei Wiederholung der Versuche sagen, von welchem 
Bakterienstamm die Kulturlédsungen abstammen. 

Die Niederschlage aus allen Kulturfiltraten des Pr, und den zwei-, vier- 
und achttagigen Kulturen des Pr, zeigten die beste Léslichkeit, von ihnen 
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verblieb verhaltnismaBig wenig ungelést. Die Menge des unléslichen Anteils 
nahm mit dem Alter der Kultur stark zu. Die Lésungen der Niederschlage 
aus allen Pr,-Kulturen und aus den zwei- bis achttagigen Pr,-Kulturen 
waren klar und farblos. 

Alle Niederschlage aus den Pr,- und den 12- bis 28tagigen Prg-Kulturen 
bestanden gré8tenteils aus unléslichen Schleimstoffen, die durch das Aus- 
fallen bzw. durch den Holzgeist denaturiert wurden. Die Extrakte (Enzym- 
lésungen) aus diesen Niederschlagen waren alle triib bis undurchsichtig. 
Die Triibung dieser Lésungen nahm mit dem Alter der Kulturen zu. 

Die Mutterlaugen der ersten und der zweiten Ausfallung (diese er- 
wiesen sich immer als enzymfrei), wurden im Vakuum (Innentemperatur 
18°) fast zur Trockene verdampft, die Konzentrate in Wasser aufgenommen 
und nach dem Einstellen auf py = 7 auf 40 ccm aufgefiillt. 

3. Spaltungsversuche, Gepriift wurde die Wirksamkeit von 2 cem der 
Kulturlésungen oder aliquoter Teile (0,4ccem) der Niederschlagsextrakte 
bzw. der Mutterlaugen gegeniiber Gelatine bei po = 7 und Leucylglycin 
bei pu = 7,8. Spaltungsdauer in allen Versuchen 24 Stunden; ¢ = 40°. 
Toluol. Titrationsprobe 2ccm. Angegebene Werte: Mittel zweier Titra- 
tionen. 





Gelatinespaltiing Leucylglycinspaltung Trockenriick- 
(com 0,05 n KOH) (ccm 0,05 n KOH) stand (105°) me 
Alter des Kultur- iakbasl wD ES 


filtrate Kultur- | Enzym- Mutter- Kultur-. Enzym- Mutter- 





Kultur- Enzym- 
filtrat lésung 


filtrat lésung  lauge  filtrat | lisung lauge (2cem) (0,4eem) 


Pr, 
Stagige Kultur 0.39 0.20. O14 0,29 0,07 0,09 54,2. 0,77 
& dais Pn 0,58 . 0,27 | 0,22 | 0,39 0.08 0,14 50,5 0,83 
i ss 0,88 | 0,30 | 0,42 | 0,77 0,18 | 0,383 | 49,7 | 0,94 
ae 1,04 0.43 | 0,58 | 0,89 |: 0,26 | 0,389 | 49,1 1,12 

Pr 
Stagige Kultur | 0,56 0,49 | 0,03 0,43  —0,02 0,26 | 54,0 | 0,50 
le * 0.89 0,91 | 0,09 0,69 0,06 0,31 | 49,2 | 0,54 
1. 0,99 0,90 | 0,07) 0,97 0,07 O46 484 0,52 
062-1 ; 1,19 | 1,12 | 0,10 || 1,388 F° 0,12 | 0,47 |} 49,8 | 0,40 

Pry 
2tagige Kultur 0,64 0,62 | 0,02. 0,20 —0,03 0,02 488 0,70 
0,88 | 0,81 | 0,05 0,33 0,01 0,18 50,0 0,68 
0,96 0,92 | 0,10 0,61 0,08 0,38 50,0 0,60 
= : ; 1,04 0,63 | 0,30 0,79 0,11 0,40 | 54,0 0,78 
1 ‘ 1,21 | 0,52 | 0,48 || 0,97 0,09 0,49) 52,0 , 0,96 
28 1,38 | 0,44 | 0,57 || 1,42 0,22 0,62 | 55,0 1,21 


Beispiel 4. Vorreinigung einer Bouillonkultur durch Dialyse 
und nachfolgender Ausfallung der Proteinase durch Holzgeisi. 


25tagiges Kulturfiltrat des B. prodigiosus Nr. 4 (Naihrsubstrat: Rind- 
fleischbouillon mit Zusatz von 1°, Witte-Pepton und 0,5°% NaCl, pu = 6,5.) 

3 Liter der keimfreien Kulturfliissigkeit (zuvor auf py = 7 eingestellt) 
wurden unter Zusatz von Octylalkohol im Vakuum (Innentemperatur 20) 
bis 21°) auf 300 cem eingedampft. Nach dem Stehen des Konzentrats iiber 
Nacht im Kiihlschrank hatten sich erhebliche Mengen anorganischer Salze 
abgeschieden, die durch Zentrifugieren bei 6000 Umdrehungen abgeschleudert 
wurden; den Salzriickstand verriihrte man mit wenig eiskaltem Wasse! 
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und schleuderte ihn rasch ab. Das Waschwasser wurde zum Konzentrat 
gegeben. Volumen des Konzentrats 320 cem. 

Je 150 cem des Konzentrats wurden a) in einer Fischblase und b) im 
Cellophanschlauch unter Toluol gegen flieBendes destilliertes Wasser 3'/, Tage 
dialysiert. Das Dialysat wurde im Vakuum konzentriert, so dafS{ das 
Endvolumen der Lésung wieder 150 cem betrug (pu 7). Je 100 cem der 
Dialysate a und b wurden abgekiihlt (¢ = 0°) und, wie beschrieben, mit 
dem doppelten Volumen Holzgeist (¢ = —- 10°) versetzt. Die entstandenen 
Niederschlage wurden nach zweistiindigem Stehen in Eiswasser abgeschleu- 
dert und in Wasser gelést; sie waren darin zum gr6éBten Teil klar léslich; 
Volumen 100 cem. Diese Lésungen (¢ = 0°) wurden vorsichtig mit 200 eem 
Holzgeist (¢ = — 10°) versetzt; Niederschlaige fielen erst nach Zusatz von 
wenig alkoholischer Natriumacetatlésung aus. (In der Mutterlauge ver- 
blieben noch nennenswerte Mengen organischer Substanzen, die nach Ein- 
leiten von CO, ausfielen, aber proteinasefrei waren.) Die Niederschlige 
wurden nach Abtrennung der Mutterlauge gelést, ihre L6sungen auf 100 eem 
aufgefiillt (pH = 7,0). 

Die wasserig-alkoholischen Mutterlaugen beider Fallungen wurden im 
Vakuum stark eingedampft, die Konzentrate mit Wasser aufgenommen, 
auf po = 7 eingestellt und auf 100 cem gebracht. 


Fiir den 10-cem-Spaltungsversuch benutzten wir 1 cem Kulturfliissig- 
keit oder aliquote Teile der Lésungen. Spaltungsdauer 24 Stunden; t = 40°. 
Titrationsprobe 2 cem. Die Angaben iiber die Trockenriickstande (mg, 105°) 
beziehen sich auf 1 ccm Kulturfliissigkeit oder aliquote Teile der Lésungen. 





Riickstand || Spaltung (ccm 0,05 n KOH) 
Priparate eres. ost 
mg | Gelatine Casein 





Leucyl- | — Leucyl- 
glycin | slycylglycin 


Kulturfliissigkeit || 46,5 0,98 0,71 0,88 0,37 
Konzentrat | — | 1,05 0,74 0,97 — 
Dialysat (Fischblase) .... | 4,48 1,13 0,68 0,95 0,33 
+ (Cellophan) ..... | 6,67 1,02 0,66 0,90 0,36 
Lésung des Alkoholnieder- |, 
schlags aus Dialysat a | 0,21 0,97 0,65 0,07 0,09 
Ebenso aus Dialysat b... 0,24 0,88 0,60 0,05 0,08 
Mutterlauge Dialysat a .. — 0,09 0,02 0,33 0,14 
ao. Bo By: — 0,10 0,03 0,37 0,16 


i 


Beispiel 5. Anreicherung der Proteinase einer viertagigen 
Bouillonkultur des B. prodigiosus Nr. 8. 


Auf den folgenden zwei Wegen gelangten wir zu Proteinasepraparaten, 
die das Enzym rund 300mal reiner enthielten als die Kulturfliissigkeit. Um 
die Beschriftung der Tabelle zu vereinfachen, numerieren wir die ver- 
schiedenen Lésungen. 

Ausgang. 5 Liter einer viertagigen Kultur (Rindfleischbouillon + 2°, 
Witte-Pepton und 1°, NaCl, pu = 7, ¢ = 22°)', die durch Zentrifugieren 


1 Die Nahrlésung war auf 20 1-Liter-Kolben verteilt, d. h. jeder Kolben 
enthielt nur 250 cem Nahrlésung. Wenn man gut wirksame Kulturen er- 
halten will, dann darf man keine gréBeren Substratmengen als diese pro 
Kolben nehmen. Das Verhaltnis von Substratmenge zum Kolbeninhalt, 
wie wir es angegeben haben, hat sich am besten fiir die Darstellung gr6éBerer 
Mengen Kulturlésungen bewahrt. 
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(20 Minuten 6000 Umdrehungen), Filtrieren und Toluolbehandlung keimfrei 
gemacht waren. 


Erster Weg. 2 Liter des obigen Kulturfiltrats wurden unter Toluol 3 Tage 
bei 40° aufbewahrt (IW 1). 1800 cem davon wurden im Vakuum nach 
Octylalkoholzusatz auf die Halfte eingedampft; das Konzentrat versetzte 
man bei 0° mit 1800 cem Holzgeist (¢ = — 10°), und zwar portionsweise, 
so daB die Temperatur der Mischung nicht iiber + 2° stieg. Nach kurzer 
Zeit, waihrend die Mischung in Eiswasser stand, bildete sich ein fein- 
flockiger Niederschlag, der nach gutem Absitzen abgeschleudert wurde. 
Man léste ihn in 300 cem Wasser, kiihlte die schwach alkalisch reagierende 
Lésung ab, und versetzte sie, wie oben beschrieben, mit 600 ccm tief- 
gekiihltem Holzgeist, dem etwas Natriumacetat zugefiigt war’. Der ent- 
standene Niederschlag léste sich nach dem Abschleudern glatt in Wasser ; 
Volumen der neuen Lésung 360 cem (py = 7) (I W 2). 


Die Mutterlaugen der ersten und zweiten Fallung wurden im Vakuum 
(Innentemperatur 18 ‘bis 20°) fast zur Trockene verdampft, das Konzentrat 
mit Wasser aufgenommen, das py auf 7 eingestellt und das Volumen auf 
360 cem (IW M1) bzw. 180 cem aufgefiillt (I W M 2). 


200 cem der Lésung des zweiten Niederschlags (I W 2) wurden im 
Zentrifugenbecher mit n Essigséure auf pH = 4,2 eingestellt und in Eis 
wasser solange aufbewahrt, bis sich der Niederschlag gut abgesetzt hatte; 
dann wurde dieser abgeschleudert, mit wenig Eiswasser gewaschen, in 
Wasser suspendiert und mit gerade der notwendigen Menge sehr verdiinntem 
Alkali in Lésung gebracht. Volumen 100 ccm, pu = 7. Lésung (I W 8). 


Zweiter Weg. 3 Liter der Kulturfliissigkeit wurden auf die Halfte im 


Vakuum eingedampft; das Konzenttat wurde nach dem Abkiihlen mit der 
doppelten Menge Holzgeist, wie beschrieben, versetzt, der ziemlich grob- 
flockige Niederschlag nach dem Absitzen abgeschleudert, in insgesamt 500 cem 
Wasser gelést und nochmals mit der doppelten Menge Holzgeist (Natrium- 
acetat) ausgefallt. Den von der Mutterlauge abgetrennten Niederschlag 
léste man in Wasser, stellte das py auf 7 ein und fiillte die klarfiltrierte 
Lésung auf 600 cem auf. Lésung (IT W 1). 


500 cem dieser Lésung wurden mit n Essigsaéure auf py = 4,0 gebracht; 
der entstandene, isolierte Niederschlag wurde in Wasser gelést und nochmals 
bei pu = 4,2 gefallt. Dieser Niederschlag ging auf Zusatz von wenig sehr 
verdiinntem Alkali restlos in Lésung; Volumen der Lésung (nach Einstellen 
des py auf 7) 250 ccm (II W 2). 125cem davon wurden im Zentrifugen- 
becher mit 25 cem Acetatpuffer (m/5) px = 4,4 versetzt, der abgeschleuderte 
Niederschlag wurde mit Wasser, dem etwas Acetatpuffer zugesetzt war 
(1 cem Puffer auf 50 ccm Wasser), gewaschen, in Wasser und ganz wenig 
sehr verdiinnter Natronlauge gelést, das py auf 7 eingestellt und das Volumen 
auf 125ccm gebracht. Lésung (II W 83). 

Die Lésungen II W 2 und II W 3 waren farblos und klar. Sie gaben 
eine positive Ninhydrin-, Biuret- und Millon-Reaktion, die Molisch-Reaktion 
war negativ; auf Zusatz von Uranylacetat, Pikrinséiure usw. fielen Nieder- 
schlage aus. (Mit Uranylacetat laBt sich die Lésung noch weiter reinigen.) 


1 Ohne Salzzusatz erfolgte keine Ausfallung. Auch durch Kohlensaure 
kann man den gleichen Effekt erzielen. 
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Die Mutterlauge der 1. Alkoholfallung wurde im Vakuum stark ein- 
geengt, das Konzentrat auf 600 ccm gebracht, py = 7. (II W M1.) 


Nicht gangbarer Weg. Der Versuch, die Lésung II W 1 durch ,,Selbst- 
verdauung’’ und nachfolgender Alkoholfallung noch weiter zu reinigen, 
schlug fehl. Wahrend der Aufbewahrung bei 40° nahm namlich der Pro- 
teinasegehalt merklich ab; die Proteinase scheint also nach Beseitigung der 
Hauptmenge der Begleitstoffe gegeniiber Warme empfindlicher geworden 
zu sein, denn sie hat 40° in der Kulturfliissigkeit 3 Tage ohne meBbaren 
Wirkungsverlust vertragen. Versuch: 50cem Lésung IIT W1 wurden 
3 Tage bei 40° aufbewahrt (II W 4). 30ccm davon wurden nach dem 
Abkiihlen mit 60 cem Holzgeist, wie beschrieben, versetzt, der entstandene 
Niederschlag wurde von der Mutterlauge befreit und gelést; Volumen 
30 cem, po = 7. Lésung (II W 5). 


Gepriift wurden im 10-cem-Spaltungsversuch 2 cem Kulturfiltrat oder 
aliquote Teile der verschiedenen Lésungen. Spaltungsdauer 22 Stunden 
(auch fiir die Versuche mit Leucylglycin und Leucylglycylglycin); t = 40°; 
Toluol. Titrationsprobe 2cem. Die Angaben iiber die Trockenriickstande 
(105°) beziehen sich auf 2 ccm Kulturfiltrat oder aliquote Teile der Lésungen. 





basemen Spaltung (ccm 0,05 n KOH) 
Priiparate ners) Vai - _ 
’ (105°) 


: . ee Leucyl- Leucyl- 
mg Gelatine Casein glycin glycylglycin 


Kulturfiltrat 58,00 0.89 0,59 0,16 0.45 
Iwi 57,4 0,80 0,56 0,18 0,51 
Iw: OC 0,90 0,57 0,06 0,07 
IW: 0,83 0,54 — 0,02 0,08 
IW 3} . 0,08 — 0,03 0,10 0,29 
IW p 0,04 — _ 0,02 


Il W 0,85 0,53 0,07 0,07 
iw: 0,32 0,79 0,49 0.06 0,04 
II W : 0,14 0,82 0,50 0,03 0,04 
II W 4 0,90 0,60 0,32 0,08 0,06 
II W 5 0,28 0,49 0,23 — 0,03 
IIW Ml — 0,09 0,05 0,12 0,33 
IIW M2 ~ 0,10 0,06 _ 0,01 


Methodisches. 


I. Bakterien und Kulturen. 


Den bakteriologischen Teil unserer Untersuchungen hat Herr Prof. 
B. Albrecht vom Staatlichen Institut fiir experimentelle Therapie 
freundlicherweise iibernommen. Wir sind ihm fiir die Bereitstellung 
der zahlreichen Kulturen, die wir fiir die vorliegende Arbeit benétigten, 
zu besonderem Dank verpflichtet. Herr Albrecht wird, wenn wir 
gemeinsam an anderem Ort ausfiihrlicher tiber die Bildungsbedingungen 
der Proteasen in Bakterien berichten, die verschiedenen Stamme der 
drei Bakterienarten, deren Kulturen wir untersuchten, naher charak- 
terisieren. Soweit Angaben iiber die Herkunft der benutzten Kultur- 
filtrate notwendig waren, haben wir sie jeweils gemacht. 
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II, Enzymbestimmung. 


Zur Bestimmung der Wirksamkeit der Kultur- und Enzymlésungen 
gegeniiber Gelatine, Casein, Clupein, Leucylglycylglycin und Leucylglycin 
ermitteln wir die Zunahme der Carboxylgruppen im Spaltungsversuci 
bei 40° nach R. Willstdtter und E. Waldschmidt-Leitz, und zwar in Proben 
von 2cem mit alkoholischer 0,05 n KOH (in der Regel) nach 24stiindige: 
Versuchsdauer. Diese Methode ist aber nur dann anwendbar bzw. ihre 
Ergebnisse sind nur dann verwertbar, wenn man tiber gut wirksame Kultw 
l6sungen verfiigt, d.h. wenn man mit einer nicht allzu groBen Menge de: 
Kulturlésungen, z. B. mit héchstens 2 bis 3cem im _ 10-cem-Spaltungs 
ansatz, innerhalb 24 Stunden bei 40° gut meBbare Ausschlage erhalt. Es 
empfiehlt sich nicht, besonders nicht bei Versuchen mit Zusatzstoffen ode: 
bei der Ermitthing des py-Optimums, die Spaltungsdauer auf 2 und mel 
Tage auszudehnen. Die Anwendung der Methode erfordert einige Ubuny 
und manchmal besondere Vorsicht: Bei Spaltungsversuchen mit ungereinig 
ten Kulturlésungen und Gelatine als Substrat mu man, um eine Ver- 
klumpung der Gelatine, besonders bei den Kontrolltitrationen, vorzubeugen, 
vor dem Zusatz des kochenden Alkohols auf kraftig Blau titrieren, nach dem 
Alkoholzusatz die Titration unter gleichmaBigem, aber nicht zu starkem 
Schiitteln méglichst rasch zu Ende fiihren. Wir titrieren immer zwei Proben. 
Die Gefahr einer Klumpenbildung ist dann groB, wenn die zu bestimmenden 
Kulturlésungen reichlich ,,Peptone’’ oder Schleimstoffe enthalten; diese 
kénnen namlich beim Alkoholzusatz auch ausfallen und die Gelatine- 
klumpung nach sich ziehen. Die Gefahr wichst demnach mit der Menge 
der Kulturlésung, die zur Bestimmung benutzt wird. Es ist Sache der Ubung 
(und auch eines gewissen Fingerspitzengefiihls), die Titration ohne Klumpen- 
bildung durchzufiihren. In den Spaltungsversuchen mit gereinigten Kultur- 
lésungen und Gelatine als Substrat besteht eine solche Gefahr nicht. Mit 
ungereinigten Pyocyaneus- und Liquefacienskulturfiltraten und Casein als 
Substrat kénnen manchmal nicht zu beseitigende, schmierige oder an der 
Wand des Kélbchens haftende Niederschlige entstehen; solche Ansiatze 
sind natiirlich unbrauchbar. Die auftretenden milchigen Triibungen bzw. 
feinflockigen Niederschlage st6ren dagegen die Bestimmung nicht, denn 
diese Niederschlage lassen sich durch gelindes Umschiitteln feinst verteilen 
und gut pipettieren. Bei der Probeentnahmé mu8 man auf das Toluol 
achten, besonders, wenn man das MeBkélbchen etwas kraftiger als not- 
wendig ist, umgeschiittelt hat. Die Versuche mit Clupein als Substrat, 
ebenso wie die mit Leucylglyeylglycin und Leucylglycin, bieten keinerlei 
Schwierigkeiten. 


Um die durch die Puffergemische entstehenden Unsicherheiten auszu- 
schalten, versuchen wir bei unseren gew6hnlichen Untersuchungen méglichst 
ohne Puffer auszukommen. Zu diesem Zwecke stellen wir die zu unter- 
suchende Enzymlésung und die Substratlésung (wie auch die Zusatzstoff- 
lésungen) mit Natronlauge oder Essigsaéure auf py = 7. Das pu verschiebt 
sich im 24stiindigen Versuch ungefahr um 0,2 bis 0,4 nach der sauren Seite; 
diese Verschiebung ist ohne praktischen EinfluB auf das Spaltungsergebnis. 


In der Regel ist die Zusammensetzung der 10-cem-Spaltungsansatze 
wie folgt: X cem Enzymlésung (px = 7), 5cem Substratlésung (8 ig. 
pu = 7) und 5—Xecem Wasser bzw. Y ccm Zusatzstofflésung (pH = 7 
und 5—(X + Y)cem Wasser. Toluol. ¢ = 40°, Spaltungsdauer (in der 
Regel) 24 Stunden. 
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Wenn wir Versuche mit Cystein, Glutathion und Ascorbinsaure aus- 
fiihren, verdrangen wir sorgfaltig die Luft aus den MeBkélbchen mit Stick- 
stoff und verschlieBen diese mit gefetteten Stopfen. Diese MaBnahmen 
haben sich als notwendig erwiesen, da die SH-Verbindungen sonst rasch 
oxydiert werden, vor allem in den Versuchen mit ungereinigten Kultur- 
filtraten. 

Zusammenfassung. 


1. Die Proteinasen des B. prodigiosus, B. pyocyaneus und B. flu- 
orescens liquefaciens gehéren nicht zu den Papainasen, sehr wahr- 
scheinlich auch nicht zu den Tryptasen. 

2. Die Proteinasen dieser Bakterienarten sind sehr wahrscheinlich 
identisch. Das py-Optimum ihrer Wirksamkeit (im noch unreinen 
Zustand) liegt gegeniiber Gelatine und Clupein bei py = 7. Die Ein- 
heitlichkeit der Proteinase steht noch nicht ganz fest. 


3. Die Abtrennung der Proteinase von den Peptidasen und die 
Anreicherung der Proteinase wird beschrieben. 


Biochemische Zeitschrift Band 294. 





Uber die Beziehungen der gruppenspezifischen Agglutinine 
zu den einzelnen SerumeiweiGbfraktionen. 


Von Max Rosenmann. 
(Aus dem Chemischen Laboratorium der Pearson-Stiftung in Wien.) 


(Eingegangen am 4. August 1937.) 


Wahrend mehrere Autoren sich mit der physikalisch-chemischen 
Natur der Blutgruppenagglutinogene, jener spezifischen Kérper, welche 
die Blutgruppenmerkmale der Erythrocyten bedingen, befaBbt haben, 
ist die Zahl der Arbeiten iiber die Natur der fiir die Blutgruppen spezifi- 
schen Agglutinine, also der Faktoren im Serum, welche die Agglutination 
der gruppenfremden Erythrocyten verursachen, klein. Die Ansichten 
tiber die Natur der Agglutinogene sind vorlaufig geteilt. So nimmt ein 
Teil der Autoren [vgl. Landsteiner (1) und v. Eisler, Much, Kurt Meyer, 
Landsteiner und Lewin sowie V. Schréder (2)| eine rein lipoide Natur 
dieser Kérper an, wahrend andere, u. a. Brahn und Schiff (3) glauben, 
daB die gruppenspezifischen Substanzen zum Teil alkoholléslich sind, 
doch bestehe ein zweiter gruppenspezifischer Stoff, ein Protein, der 
in den Blutkérperchen enthalten ist. 

Versuche, die fiir die einzelnen Blutgruppen spezifischen Agglu- 
tinine aus dem Serum zu fallen, sind von Rona und Krebs (4) sowie 
von V. Schréder (5) durchgefiihrt worden. Diese Verfasser arbeiteten 
mit der Methode der Elektro-Ultrafiltration [siehe Bechhold und Rosen- 
berg (6)], bei welcher durch Entfernung der Salze aus dem Serum die 
die EiweiBkérper ausfallen. Die ausfallenden EiweiBkérper bezeichnen 
diese Autoren als Euglobuline. Wahrend Rona und Krebs bei der- 
selben Methode sowohl in dem gelést “gebliebenen Anteil als in 
dem ausgefallenen Globulinanteil gruppenspezifische Isoagglutinine 
fanden, wobei ,,der Hauptanteil der Agglutinine in einigen Fallen im 
Serumrest (im wasserléslichen Anteil), in anderen jedoch in der Euglo- 
bulinfraktion vorhanden war‘, fand V.Schréder, daB die gesamten 
Agglutinine von den bei der Ultrafiltration ausfallenden EiweiSk6rpern 
mitgerissen werden. 

Untersuchungen von Freund und Joachim (7), sowie Freund und 
Lustig (8) und Mitarbeitern (9) ergaben, da®B die durch 1/,- und 1/,-Satti- 
gung mit Ammonsulfat gewonnenen Eu- und Pseudoglobuline nach 
der Dialyse auf Grund ihrer Léslichkeit in Wasser, Kochsalz, Soda 
und Natronlauge in Unterfraktionen zerlegt werden kénnen. Diese 
Unterfraktionen zeigen untereinander weitgehende Differenzen der 
physikalischen und physiologischen, sowie der chemischen Eigen- 
schaften. Auf diesem Wege gelang Freund und Lustig, sowie Lustig 
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und Katz (9) eine weitgehende Anreicherung von Prazipitinen und 
Agglutininen in den einzelnen EiweiBfraktionen. 


Da die auf dem Wege der Elektrodialyse durchgefiihrte Reinigung 
nach Reiner und Kopp (10) eine teilweise Denaturierung der Globuline 
verursacht und auch nach anderen Mitteilungen die mit Hilfe der 
Elektrodialyse gewonnenen EiweiBfraktionen wahrscheinlich weder 
qualitativ noch quantitativ mit den durch Ammonsulfat gewonnenen 
verglichen werden kénnen, wahlten wir fiir unsere Versuche zur Dar- 
stellung der gruppenspezifischen Agglutinine aus dem menschlichen 
Serum die oben erwaihnte von Freund und Joachim, sowie Lustig und 
Mitarbeitern ausgearbeitete Methode mit den entsprechenden Modifi- 
kationen. 


Es wurden zuerst aus dem Serum nach Verdiinnung mit gleichem 
Volumen Wasser und !),-, '/,- und Ganzsaéttigung mit Ammonsulfat 
nacheinander das Eu-, Pseudoglobulin und das Albumin gefiallt. Diese 
Niederschlage wurden wieder aufgelést und dialysiert, dann auf 
Agglutinationsfahigkeit der gruppenfremden Erythrocyten  gepriift. 


Da diese Versuche das Vorhandensein der Agglutinine nur in den 
unléslichen Fraktionen der Eu- und Pseudoglobuline ergaben, wahrend 
sie in der Albumin- und wasserléslichen Globulinfraktion fehlten, 
wurden bei den weiteren Versuchen die in der unléslichen Globulin- 
fraktion vorhandenen Globuline durch Dialyse des Serums und Iso- 
lierung des unldéslich ausfallenden Globulinanteils dargestellt. Wir 
wahlten diese Modifikation zur Darstellung des unléslich ausfallenden 
Globulinanteils zum Teil deswegen, weil es den Anschein hatte, als ob 
durch Ammonsulfat eine teilweise Schaidigung der Agglutinine  be- 
wirkt wiirde. 


Es wurden nun mehrere menschliche Sera der vier Blutgruppen A, 
B, O, AB in Pergamentsickchen dialysiert. Die Sackchen befanden 
sich durch vier Tage in strémendem Leitungswasser, dann einen Tag 
in destilliertem Wasser. Hierauf wurde der Inhalt der einzelnen Sackchen 
zentrifugiert und die ausgefallenen Globuline in physiologischer Koch- 
salzlésung gelést und sowohl der gelést gebliebene Anteil als auch der 
bei der Dialyse ausgefallene und in Kochsalz wieder aufgenommene 
Anteil mit je vier gruppenverschiedenen Erythrocyten versetzt und auf 
Agglutination gepriift. Es zeigte sich, da der bei der Dialyse gelést 
gebliebene Serumanteil in Ubereinstimmung mit den vorher erwahnten 
Versuchen keine Agglutination der blutgruppenfremden Erythrocyten 
bewirkt, wahrend der bei der Dialyse ausgefallene Anteil konform mit 
dem betreffenden nichtdialysierten Serum die blutgruppenfremden 
Erythrocyten agglutiniert und die blutgruppengleichen Erythrocyten 
unverandert lat (Tabelle 1). 


3* 
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Tabelle I 





Serum der Gruppe A Serum der Greres B Serum der Gruppe O | Serum der Gruppe Als 
Agglutinine Agglutinine Agglutinine Agglutinine 
im Serum: @ im Serum: @ im Serum: 3 ap im Serum: « 


Serum Serum Serum Serum 
dialysiert R dialy siert : dialysiert dialysie rt 


der Gruppe 


Erythrocyten 


Serum nativ 
Serum nativ 


Serum nativ 
Serum nativ 


Diese Versuche weisen darauf hin, da die durch gewéhnliche 
Dialyse erfolgte Konzentration der Agglutinine der durch den elektri- 
schen Strom durchgefiihrten Reinigung keinesfalls nachsteht. 

Beim Hamolyseversuch mit Meerschweinchenserum als Kom- 
plement zeigte sich, daB auch die Hamolysine in den bei der Dialyse 
ausfallenden Globulinen enthalten sind. Die Versuchsanordnung 
bestand aus vier Reagensglisern, in denen eine 10 °,ige Aufschwemmung 
von mit Kochsalz gewaschenen Erythrocyten enthalten war. In das 
erste Glas kamen0),2 ccm Serum, in das zweite 0,3 ccm von wasserléslichem 
Serumanteil, d. h. von jenem Teil des dialysierten Serums, der bei der 
Dialyse in Lésung blieb, in das dritte 0,2 cem von wasserunléslichem Serum- 
anteil, der in physiologischer Kochsalzlésung aufgelést wurde, das 
vierte Glas diente zur Kontrolle. In alle Glaser wurden 0,4 ccm 10° ige 
Serumlésung von Meerschweinchen als Komplement zugegeben. Die 
Himolyse trat gewéhnlich erst nach mehreren Stunden auf, wobei 
die starkste Himolyse in demjenigen Glas festzustellen war, die den 

wasserunléslichen Globulinanteil enthielt. 

Bei den weiteren Versuchen wurde mit den vorerwahnten Methoden 
eine Trennung des bei der Dialyse ausgefillten Anteiles in Unter- 
fraktionen durchgefiihrt. Zu diesem Zwecke wurden die Niederschlage 
hintereinander mit physiologischer Kochsalzlésung, 0,25 °%iger Soda- 
lésung und n/50 Natronlauge extrahiert und nach jeder Extraktion 
zentrifugiert. Die Soda- und Natronlaugefraktion wurden vor der 
Verwendung sorgfaltig neutralisiert. Auf diese Art erhielten wir drei 
Fraktionen der wasserunléslichen Globuline, und zwar eine in Kochsalz, 
Soda und Natronlauge lésliche, die dann auf ihr Agglutinationsvermégen 
gepriift wurden. Es wurde nun auf fiinf Objekttrager je ein Tropfen 
a) von nativem Serum, b) von dem nach der Dialyse des Serums in 
Lésung bleibenden Anteil, c) von dem bei der Dialyse des Serums 
ausfallenden Globulinanteil, der mit physiologischer Kochsalzlésunyz 
aufgenommen und zentrifugiert wurde, d) von dem in 0,25 °,iger Soda- 
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lésung léslichen Anteil und e) von dem in n/50 Natronlauge léslichen 
Anteil zu je einem Tropfen gruppenfremden Citratblutes zugefiigt und auf 
Agglutination gepriift. Es zeigte sich Agglutination nur bei a und e. 
Aus diesem Versuch ist zu ersehen, da die Agglutinine nur in der 
Kochsalzfraktion der wasseunléslichen Globuline enthalten sind. 
Bei der mikroskopischen Untersuchung der agglutinierten Bluttropfen 
war die Agglutination am kompaktesten bei der Gruppe c. 

Dieses Ergebnis ist von um so gréBerem Interesse, als nach Unter- 
suchungen von Lustig, Leiner und Ernst (11) es wahrscheinlich ist, 
daB die sodalésliche Globulinfraktion GewebseiweiSkérper darstellt, 
die nach friiheren Untersuchungen von Freund und Joachim sowie Lustig 
eine von den tbrigen SerumeiweiBkérpern abweichende chemische 
Zusammensetzung aufweisen. 

Im Hamolyseversuch zeigte die Kochsalzfraktion die stirkste 
Himolyse, aber auch die Soda- und Natronlaugefraktion wiesen 
Haimolyse auf, was dafiir sprechen wiirde, da die Hamolysine nicht 
auschlieBlich an dieselben EiweiBfraktionen gebunden sind wie die 
Agglutinine. 

In einer weiteren Versuchsreihe wurde nachgesehen, ob nach 
Extraktion der Lipoide aus der Kochsalzfraktion die agglutinierende 
Wirkung der letzteren gegeniiber gruppenfremden Erythrocyten nach- 
laBt bzw. ob in den Lipoidextrakten eine agglutinierende Wirkung 
nachweisbar ist. Zu diesem Behufe wurde der Kochsalzextrakt zunachst 
mit Aceton kurz geschiittelt und rasch zentrifugiert (um die De- 
naturierung der EiweiBkorper zu verhindern), dann der Acetonextrakt 
in ein Uhrschalchen abgegossen und der Niederschlag mit Ather ver- 
mischt und zentrifugiert, der Atherextrakt abgegossen, der Niederschlag 
rasch an der Luft getrocknet und einerseits in Kochsalz, andererseits 
in Natrium citricum gelést. Der EiweiBniederschlag, in Kochsalz bzw. 
Natrium citricum gelést, erwies sich als unfihig, gruppenfremde Erythro- 
cyten zu agglutinieren. Es wurde nun zu dem getrockneten Atherextrakt 
ein Tropfen einer gruppenfremden Erythrocytenaufschwemmung zu- 
gegeben, es trat keine Agglutination auf, ebensowenig trat mit dem 
Acetonextrakt Agglutination auf. 

Es wurde dann zu dem Atherextrakt eine Erythrocyten- 
aufschwemmung zugefiigt und hierauf ein Teil des Acetonextraktes 
und des extrahierten Globulins zugegeben. Obwohl alle Bestandteile, 
die bei der Extraktion gewonnen wurden, wieder vereinigt waren, 
trat auch hierbei keine Agglutination auf. Wurde nun zur Mischung 
Atherextrakt + Erythrocyten, Ather- + Acetonextrakt + Erythro- 
cyten, sowieAther- + Acetonextrakt + lipoidfreies Globulin -+- Erythro- 
cyten, die keine Agglutination zeigten, je ein Tropfen unbehandelten 
Kochsalzextraktes bzw. je ein Tropfen Serum zugefiigt, so trat Agglu- 
tination auf. Diese Befunde sprechen fiir die Annahme, da® die Blut- 
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agglutinine Globulin-Lipoidverbindungen sind, die bei der Extraktion 
mit Ather und Aceton bzw. mit Aceton allein zerstért werden und trotz 
nachheriger Wiedervereinigung nicht mehr restituiert werden, so dab 
ihre agglutinierende Wirkung zerstért ist. Es bestiinde hier eine 
Analogie zu der oben erwahnten Ansicht von Brahn und Schiff iiber 
die Natur der Agglutinogene der roten Blutkérperchen, die wahr- 
scheinlich LipoideiweiSverbindungen sind. 

Der Umstand, daB die Agglutination gebenden Kérper schon bei 
der einfaechen Dialyse mit den wasserunléslichen Globulinen ausfallen 
und durch Lésung mit einer kleinen Menge physiologischer Kochsalz- 
lésung konzentriert werden kénnen, bietet die Méglichkeit einer genaueren 
Blutgruppenbestimmung, so daB sich daraus auch wichtige praktische 
Gesichtspunkte ergeben. 

Weitere Untersuchungen an einem gré8eren Material miiBten erst 
zeigen, ob bei dieser Art der Fraktionierung auch die unspezifischen 
Agglutinine (Pseudoagglutinine, Autoagglutinine, Kalteagglutinine usw.) 
in die Kochsalzfraktion iibergehen oder nicht, was natiirlich von groBer, 
praktischer Bedeutung wire.. 


Zusammenfassung. 


1. Bei der Dialyse des menschlichen Serums fallen die gruppen- 
spezifischen Agglutinine mit den wasserunléslichen Globulinen aus. 
Auch die Hamolysine sind im wasserunléslichen Serumanteil enthalten. 

2. Beim Aussalzen mit Ammonsulfat, Halb- und Drittelsittigung 
und nachheriger Dialyse sind in den Albuminen und den wasserléslichen 
Globulinfraktionen keine Agglutinine nachweisbar. 

3. Die Agglutinine gehen vollstandig in den kochsalzléslichen Teil 
der wasserunléslichen Globuline iiber. Die Hamolysine dagegen sind 
zum Teil auch in den anderen wasseruméslichen Globulinfraktionen 
-enthalten. 

4. Bei der Extraktion mit Aceton bzw. mit Aceton und Ather 
werden die Agglutinine zerstért. 
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Weitere Untersuchungen iiber die Wirkungsverstirkung 
minnlicher Sexualhormone durch Veresterung. 
Von 
K. Miescher, H. Kigi, C. Scholz, A. Wettstein und E. Tschopp. 


(Aus den wissenschaftlichen Laboratorien der Ciba, Pharmazeutische 
Abteilung.) 


(Eingegangen am 6. August 1937.) 


Mit 22 Abbildungen im Text. 


AnlaBlich der Entdeckung des Testosterons teilten Laqueur und 
seine Mitarbeiter! die auffallende Tatsache mit, daB die Wirkung des 
Testosterons und iibrigens auch des Androstandiols durch Zusatz 
gewisser Organextrakte saurer Natur wesentlich verstarkt werden 
kann. Im Verlauf unserer Arbeiten iiber die Aktivierung der Sexual- 
hormone fanden wir, daB die bloBe Zumischung vieler bekannter organi- 
scher Sauren, wie z. B. der Palmitinséure, aber auch von Alkoholen, 
wie z. B. Stearinalkohol, zur Lésung des Testosterons in fetten Olen 
geniigt, um eine bedeutende Wirkungsverstirkung hervorzurufen?. 
In ahnlicher Weise wie Testosteron werden z. B. auch 17-Methyl- 
testosteron, Androstendion und 3-cis-17-trans-Androstandiol, nicht aber 
Androsteron und Androstandion aktiviert. Ein noch héherer Effekt 
konnte durch Veresterung des Testosterons mit mittleren aliphatischen 
Fettséuren, insbesondere der Propionsaure, erzielt werden®, wahrend 
sich z. B. das Palmitat als ginzlich wirkungslos erwies. Diese Unter- 
suchungen wurden inzwischen weitergefiihrt und auch auf Ester des 
Androsterons, 3-cis-17-trans-Androstandiols und Dihydrotestosterons 
(3-Keto-17-transoxy-androstans) ausgedehnt. 

Zur Priifung gelangten 32 Ester, wovon 23 neu hergestellt wurden. 
Sie sind in Tabelle I zusammengestelit. Bei den bereits bekannten ist 
jeweils die Literaturstelle angegeben, wo sie beschrieben sind. 


I. Herstellung der Ester‘. 


Androsteron-n-butyrat. Androsteron-n-butyrat wurde durch einstiindiges 
Erwarmen von Androsteron mit Butterséureanhydrid in Pyridin auf dem 
Wasserbad dargestellt. Es bildet aus Methanol feine Nadeln vom F. 102 
bis 103°. 


1 K. David, E. Dingemanse, J. Freud u. E. Laqueur, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 2838, 281, 1935; E. Laqueur, Schweiz. med. Wochenschr. 65, 1041, 
1935. — * K. Miescher, A. Wettstein u. E. Tschopp, Chemistry u. Industrie 
55, 238, 1936; Schweiz. med. Wochenschr. 66, 310, 1936; The Biochem. J. 
30, 1970, 1936. — * Dieselben, Schweiz. med. Wochenschr. 66, 763, 1936; 
67, 537, 1937; The Biochem. J. 30, 1977, 1936; siehe auch A. S. Parkes, 
Lancet 231, 674, 1936. — 4 Die Schmelzpunktsangaben sind nicht korri- 
giert. Analysenwerte siehe Tabelle II. 
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Aus Androsteron, Palmitinséurechlorid und Pyridin wurde auch das 
Androsteronpalmitat dargestellt. Es bildet eine butterartige, bei etwa 40° 
schmelzende, schwer zu reinigende Masse. Auf eine Analyse wurde deshalb 
verzichtet. Gleiche Eigenschaften zeigte auch das durch Hydrierung daraus 
dargestellte Androstan-3-cis-17-trans-diol-3-palmitat. 

Androstan-3-cis-17-trans-diol-3-propionat und -3, 17-Dipropionat. 3,46 g 
Androsteronpropionat wurden in 60cem Aikohol unter Zusatz von 0,50 g 
vorreduziertem Platinoxyd und Ilcem konz. Salzséiure hydriert. Nach 
1 Stunde war 1 Mol Wasserstoff aufgenommen. Es wurde filtriert, mit 
Wasser gefaillt und aus dem Rohprodukt durch haufiges Umlésen aus 
Isopropylather das Androstan-3-cis-17-trans-diol-3-propionat rein abge- 
trennt. F. 120 bis 121°. 

Durch Behandlung mit Propionséureanhydrid und Pyridin wurde aus 
dem 3-Monopropionat das 3, 17-Dipropionat hergestellt. Glanzende Nadel- 
chen vom F. 121,5 bis 122,5°. 

Androstan-3-cis-17-trans-diol-3-n-butyrat. Auf ahnliche Weise wie das 
Androsteronpropionat wurde das Androsteron-n-butyrat hydriert. Das 
Diol-3-butyrat bildet feine Nadeln vom F. 124 bis 125°. 

Dihydrotestosteronformiat. 500 mg Dihydrotestosteron wurden mit 2 ecm 
Ameisenséure (wasserfrei) und 1 ecem Pyridin versetzt und das Gemisch 
I'/, Stunden auf 110° erhitzt. Beim nachherigen Abkiihlen begann sofort 
das Reaktionsprodukt zu kristallisieren. Es wurde mit Wasser versetzt 
und iiber Nacht stehengelassen. Die erhaltenen Kristallnadeln wurden 
abgesaugt und mit Wasser, Natriumbicarbonatlésung und wieder mit 
Wasser gewaschen. Nach viermaligem Umlésen aus Hexan lag der 
Schmelzpunkt des Dihydrotestosteronformiats konstant bei 141 bis 142,5°. 

Dihydrotestosteronpropionat. 500 mg Dihydrotestosteron wurden nach 
Zusatz von 1,5 cem Pyridin und 0,5 cem Propionséiureanhydrid 1'/, Stunden 
auf 100° erhitzt. Hierauf wurde abgekiihlt und mit 30 ecem Wasser ver- 
diinnt. Bereits bei Zugabe der ersten Tropfen Wasser trat Kristallisation 
ein. Die Weiterbehandlung erfolgte wie beim Formiat. Nach viermaligem 
Umlésen aus Hexan erhielt man das reine Dihydrotestosteronpropionat 
vom Schmelzpunkt 121 bis 121,7°. 

Dihydrotestosteron-n-butyrat. In ganz analoger Weise wurde das 
n-Butyrat hergestellt. Die Reinigung geschah durch mehrfaches Um- 
kristallisieren aus einer verdiinnten Lésung in wasserigem Methanol. Es 
entstehen offenbar dimorphe Kristalle, die bei 90,5 bis 91° und 100 bis 101° 
schmelzen. 

Dihydrotestosteron-n-valerat. 500mg Dihydrotestosteron wurden mit 
0,75 cem n-Valerianséureanhydrid und 1,5cem Pyridin 1'/, Stunden auf 
110° erhitzt. Beim Fallen mit 30cem Wasser entstand ein Ol, das nur 
langsam fest wurde. Der Ester wurde in atherischer Lésung tiichtig aus- 
gewaschen und hierauf durch zweimaliges sehr langsames Umfiallen aus 
Alkohol-Wasser gereinigt. Eine vollstandige Reinigung konnte nicht erzielt 
werden. Der Schmelzpunkt des amorphen Produktes lag bei 102,5 bis 103°. 

Testosteronchlorkohlensdureester. In eine Lésung von 5,76 g Testosteron 
in 20cem Chloroform, die mit einer Kaltemischung gekiihlt war, wurden 
10 bis 12 g Phosgen eingeleitet. Die Mischung lie8 man iiber Nacht in der 
Kaltemischung, die sich dabei langsam auf Zimmertemperatur erwirmte, 
stehen. Nachdem bei 25 bis 30° alles Fliichtige im Vakuum ab- 
destilliert worden war, wurde der Riickstand mit Isopropylither angerieben 
und das Kristallpulver abgesogen. Nach dem Umlésen aus dem gleichen 
Lésungsmittel erhielt man glasglanzende Kristalle vom F. 139 bis 140,5°. 
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Testosteronmethylcarbonat. 0,350 g Testosteronchlorocarbonat wurden 
in leem Benzol gelést, 0,10g Methanol und 0,10g Pyridin zugesetzt 
und das Ganze | Stunde stehengelassen. Nach dem Zersetzen mit Wasser 
wurde die Benzolschicht abgetrennt, getrocknet, verdampft und der Riick- 
stand aus Isopropylaéther umgelést. F. 140,5 bis 141,5°. 


Die weiteren Testosteronkohlensiureester wurden nach _ derselben 
Methode hergestellt. 

Testosterondthylearbonat. Blattchen (aus Alkohol) vom F. 141 bis 142°. 

Testosteron-n-propylearbonat. Harte Drusen (aus Hexan) vom F. 87 
bis 89°. 

Das Testosteron-n-butylcarbonat wurde nur in 6éliger Form erhalten. 

Testosteronphenylcarbonat. Feine Blattchen (aus Methanol) vom 
F. 144,5 bis 145,5°. 

Testosteronbenzylcarbonat. Nadeln (aus Alkohol) vom F. 156,5 bis 157°. 

Testosteron -(}-didthylaminodthylcarbonat. Nach dem Verdampfen des 
Benzols blieb die Base als ein Ol zuriick. Sie wurde in Isopropylather gelést 
und mit gasférmiger Salzsiure ins Hydrochlorid iibergefiihrt. Aus Iso- 
propylather +- Aceton umgelést wurde es in feinen Niadelchen erhalten, die 
sich in Wasser leicht lésten. F. 178 bis 180° u. Z. Die Analysenzahlen 
weisen auf einen Gehalt von m/2 Kristallwasser hin. 

Testosteroncarbaminat. Eine Lésung von Testosteronchlorocarbonat in 
Benzol wurde mit N H,;-Gas behandelt. Nach dem Auswaschen des gelésten 
Ammoniumchlorids mit Wasser trocknete man die Benzollésung und 
dampfte sie ein. Der Riickstand wurde aus Methanol umgelést: Nadeln, die 
bei 110 bis 120° unter Gasentwicklung schmelzen. Spater wurde die Schmelze 
wieder fest und verfliissigte sich zum zweiten Male bei 155 bis 157°. Nach 
den Analysenzahlen enthalt das Carbaminat m/2 Wasser. 

Testosteron-N -n-propylecarbaminat. Aus Testosteronchlorocarbonat und 
n-Propylamin. Glanzende Kristalle (aus Methanol) vom F. 190 bis 191°. 

Testosteronchloracetat. Ein Gemisch von 110 mg Testosteron und 123 mg 
Chloressigsiureanhydrid wurde 1'/, Stunden auf 110° erwarmt. Nach dem 
Erkalten wurde die Schmelze in wasserigem Aceton gelést und durch vor- 
sichtige Wasserzugabe zur Kristallisation gebracht. Es wurde filtriert, 
griindlich ausgewaschen und getrocknet. Aus Hexan umkristallisiert erhielt 
man das Testosteronchloracetat in Form feiner Nadeln vom F. 123 bis 124°. 


Testosteron-x-brompropionat. Eine Lésung von 300 mg Testosteron in 
5 eem Benzol wurde unter Eiskiihlung mit 0,25 cem «-Brompropionylbromid 
versetzt und hierauf bei Zimmertemperatur stehengelassen. Dabei schied 
sich ein Ol ab, welches nach Wasserzugabe in Lésung ging. Die benzolische 
Schicht wurde mit 10°, iger Sodalésung und Wasser gewaschen, getrocknet, 
filtriert und auf ein kleines Volumen eingeengt. Das Testosteron-x-brom- 
propionat kristallisierte sehr schnell aus und schmolz nach Umkristallisieren 
aus Essigester bei 187 bis 188°. 

Zur Herstellung von Testosteron-x-dimethylaminopropionat wurden 
100 mg Testosteron-x-brompropionat in 1,8 cem Benzol gelést, dann unter 
Kiihlung mit 0,3cem einer 3,2n isopropyl-atherischen Lésung von Di- 
methylamin (4 Mole) versetzt und im Rohr eingeschmolzen. Nach zwélf- 
stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur wurde noch 3 Stunden auf 50° 
erwarmt, dann gekiihlt, mit Benzol verdiinnt und die benzolische Schicht 
mit Wasser und Sodalésung gewaschen. Dem Benzol entzog man nunmehr 
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die basischen Anteile mittels n-Salzséure. Aus der wasserigen Lésung wurde 
die Base wieder ausgefallt. Sie wurde in Form eines Ols erhalten, das mit 
Hexan zur Kristallisation gebracht werden konnte. Zur Reinigung wurde 
aus wasserigem Methanol umgeloést. F. 83 bis 85°. 

Testosteronphenylacetat. Zu einer Lésung von 500 mg Testosteron in 
2 cem Benzol und 0,4 cem Pyridin wurden in der Kalte und unter Stickstoff 
0,35 cem Phenacetylchlorid gegeben. Nach 20 Stunden goB man in 2°, ige 
Schwefelsaure, atherte aus, wusch die Atherlésung mit verdiinnter Schwefel- 
siure, Bicarbonat und Wasse:, trocknete sie und dampfte sie ein. Den 
Riickstand, ein zahes Ol, riihrte man in der Wiarme mit Hexan an, wobei 
es fast véllig fest wurde. Nun kristallisierte man dreimal aus Hexan um. 
Farblose SpieBe vom F. 129 bis 131° (korr.). 

Testosteroncrotonat. 500mg Testosteron wurden in 2 ceem Benzol und 
0,4 cem Pyridin gelést und dazu in der Kalte 0,25 cem Crotonsaurechlorid' 
gegeben. Es zeigte sich eine zunehmende Braunfarbung, so daB man nach 
einstiindigem Stehen bei Zimmertemperatur in analoger Weise wie bei der 
Darstellung des Pheriylacetats aufarbeitete. Nach einmaliger Umkristalli- 
sation aus Hexan sublimierte man den Ester im Hochvakuum (0,0002 mm) 
bei 140°, kristallisierte erneut dreimal aus Hexan und erhielt ihn so in 
Blattchen oder derben Nadeln, die beide bei etwa 158 bis 159° schmolzen. 


II. Pharmakologische Priifung der Ester. 


Die Priifung der neuen Ester erfolgte sowohl am Kapaunenkamm, 
wie auch am Sexualtraktus der kastrierten Ratte. Dabei wurde 
entsprechend dem von uns friiher empfohlenen Vorgehen dem zeitlichen 
Verlauf der Wirkung ganz besondere Beachtung geschenkt?. 

Zur Untersuchung der Wirksamkeit am Kapaun wurde in der bei 
uns iiblichen Weise die tagliche Dosis der zu priifenden Verbindungen 
in 0,5 cem Sesamdl gelést und wahrend 6 Tagen taglich einmal gesunden 
Kapaunen subcutan injiziert. Die Zanahme und Abnahme der Kammober- 
flache bestimmte man durch Planimetrierung der photographisch aufge- 
nommenen Schattenbilder des Kammes. Die Wirkung wurde jeweils 
iiber einen langeren Zeitraum bis zu ihrem Abklingen verfolgt®. Die 
Bestimmung der internationalen Einheit beruht nun auf dem Vergleich 
der erzielten Wirkungsmaxima, d.h die Dosis der zu untersuchenden 
Verbindungen wurde so gewahlt, daB der maximale Zuwachs der Kamm- 
oberflache 30°, betrug. Ein solcher Zuwachs wird namlich nach unserer 
Versuchstechnik mit 100 y Androsteron, der Standardsubstanz, erhalten. 

In Tabelle I ist fiir jeden Ester diejenige Substanzmenge verzeichnet, 
die in ihrer Wirkung einer internationalen Einheit entspricht. Daneben 
ist angegeben, am wievielten Tage die maximale Wirkung erreicht wird 
(als erster Tag gilt der Tag der ersten Injektion). Zum Vergleich seien 
die entsprechenden Zahlen fiir die nicht veresterten Verbindungen 


angefiihrt : 


1 Siehe Staudinger, Becker u. Hirzel, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 4%, 
1991, 1916. — 2 K. Miescher, A. Wettstein u. E. Tschopp, Schweiz. med. 
Wochenschr. 66, 763, 1936; The Biochem. J. 30, 1977, 1936. — ? BE. Tschop). 
Arch. int. de Pharmacodyn. et Thérapie 52, 381, 1936. ~ 
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Tabelle III. 





Internationale Maximum er- 
Einheit reicht am: 


Androsteron (Standard) .... 100 » . Tag 
3-cis-17-trans-Androstandiol 25 y 
Dihydrotestosteron 15 y 
Testosteron 15 y 


Unabhangig von der Konstitution wird von den freien Verbindungen 
das Maximum stets am siebenten Tag erreicht. 

Fir die Bestimmung der Rattenwirksamkeit dienten fiir alle 
Versuche kastrierte Ratten von 60 bis 80 g, welche erst 15 bis 21 Tage 
nach der Kastration in Versuch genommen wurden. Wir verwendeten 
dabei zwei Versuchstechniken: 


a) 10-Tage-Test. Die kastrierten Tiere erhielten die angegebenen 
Dosen jeweils in 0,5 cem Sesamél gelést taiglich, wihrend 10- Tagen, 
subeutan injiziert. Am 11. Tage wurden die Tiere getétet und die 
Sexualorgane, insbesondere Samenblase und Prostata, sofort gewogen. 


b) Test mit einmaliger Injektion. Instruktiver ist der von uns ein- 
gefiihrte Test mit einmaliger Injektion!. Hier werden jeweils 2 mg 
der Substanz, gelést in 2 cem Sesamél, blo} einmal, unter Einsetzung 
eines gréBeren Tiermaterials, verabreicht. Nach bestimmten Zeitinter- 
vallen werden jeweils einige Tiere getétet und die Sexualorgane gewogen. 

Bei den hier angegebenen Zahlen handelt es sich um Mittelwerte 
von mindestens drei Versuchen. Vergleichsweise sind nachfolgend die 
von uns schon friiher ermittelten und inzwischen teilweise an Hand 
eines gréBeren Tiermaterials erginzten Werte fiir das im Handel be- 
findliche Perandren (Testosteronpropionat) stets mit angegeben. 


1. Ester des Androsterons. 

a) Kapaun. Wie aus Abb. 1 hervorgeht, sind zur Erzielung eines 
Kammwachstums von 30 °% (entsprechend einer internationalen Einheit) 
gewichtsmabig gleiche Mengen Androsteronacetat wie freies Androsteron 
erforderlich. Das Acetat wirkt nur leicht verzégert. Mit wachsender 
Kettenlinge des Saéurerestes nimmt die Wirkungsintensitat aber rasch 
ab, die Wirkungsdauer steigt dagegen. Beim Benzoat ist die Zufuhr 
von 0,5 bis 0,7 mg taglich erforderlich, um ein Kammwachstum von 
30°, zu erzielen. Das Wirkungsmaximum wird hier erst am 16. Tage 
erreicht?. 


1 K, Miescher, A. Wettstein u. E. Tschopp, The Biochem. J. 80, 1982, 
1936. 2 E. Tschopp, Arch. int. de Pharmacodyn. et Thérapie 52, 381, 
1936; Callow, J. of Physiol. 86, Proc. 49, 1936; Deanesly u. Parkes, Brit. 
med. J. 1986, I, 527. 
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b) Ratte. Wie sich aus Tabelle IV ersehen laBt, erweisen sich 
im Gegensatz zu freiem Androste:on simtliche untersuchten Androsteron. 
ester im 10-Tage-Test an der Ratte als nahezu wirkungslos. Auch bei 
einmaliger Injektion von 2 mg ist keine Wirkung zu erkennen. 
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Abb. 1. Zeitlicher Verlauf der Wirkung am Kapaunenkamm einer ungefihr 1 internationalen Einheit 
entsprechenden Menge von verschiedenen Androsteronestern im 6-Tage-Test. A Androsteron. 
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Tabelle IV. 
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Samenblase Prostata 








Angewandte tiigliche Dosis: || 500 } | 1000; 500 y 1000 ; 


Androsteron 68mg 135mg = 131mg § 260 mg 


Androsteron-acetat 14 - 32 
es -propionat 15 2¢ 50 
9 -n-butyrat 16 eM 48 
is -benzoat 13 E 39 
Perandren (Testosteron-propionat) . | 430 380 
Kontrolle 14 45 


2. Ester des 3-cis-17-trans-Androstandiols. 


In der Reihe des Androstandiols sind dreierlei Esterarten méglich: 
3-Monoester, 17-Monoester und 3, 17-Diester. 

a) Kapaun. Bei den 3-Monoestern des Androstandiols nimmt dic 
Intensitét der Wirkung am Kapaunenkamm mit wachsender Lange 
des Fettsaurerestes ab, die Wirkungsdauer aber zu (Tabelle I und Abb. 2). 
Die Wirksamkeit des 3-Palmitates ist verschwindend klein. 

Die Wirkung des 3, 17-Diacetats, deren Maximum auf den 9. Tag 
fallt, wurde schon von Butenandt als leicht protrahiert bezeichnet’. 


1 A, Butenandt u. K. Tscherning, Zeitschr. f. physiol. Chem. 234, 228, 
1935. 
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Dies gilt auch fiir das 3, 17-Dipropionat (Maximum am 12. Tag). Seine 
Einheit liegt aber wesentlich héher. 

Von den Benzoaten des Androstandiols zeigt der 3-Monoester 
eine wenig intensive, aber dafiir anhaltende Wirkung; der 17-Ester 
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Abb. 2. Zeitlicher Verlauf der Wirkung am Kapaunenkamm einer ungefiihr 1 internationalen Einheit 
entsprechenden Menge von verschiedenen Androstan-3-cis-17-trans-diol-estern im 6-Tage-Test. 
Ad Androstan-3-cis-17-trans-diol. 


ist so gut wie wirkungslos. In den Abb. 3 bis 5 ist die Wirkung 
gleicher Mengen (1 mg taglich) der Benzoate des Androsterons, 
Androstandiols und Testosterons mit derjenigen verschiedener Mengen 
der freien Hormone verglichen. Auffilligerweise ist die Rangfolge be- 
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Abb. 3. Zeitlicher Verlauf der Wirkung am Kapaunenkamm von verschieden groBen Dosen Andro- 
steron ( ) und von Androsteronbenzoat (—-—-——) im 6-Tage-Test. 


ziiglich der Kapaunenwirksamkeit bei den Benzoaten genau die um- 
gekehrte wie bei den freien Hormonen. Testosteronbenzoat (mit einer 
Benzoylgruppe in 17-Stellung) erweist sich als nahezu wirkungslos, 
ihnlich wie das Androstandiol-17-benzoat. Interessant ist, daB das 
Wirkungsmaximum selbst bei verschiedenen Dosen der freien Hormone 
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stets am 7. bis 8. Tage erreicht wird. Mit gréBeren Dosen steigt aber die 
Hohe des Wirkungsmaximums, d. h. die Wirkungsintensitat und damit 
auch die Gesamtwirkungsdauer rasch an. 





90 
% 

















BOIO1 GF 


ez 











Let me 
YANK TN 


- +- i | 4 
or a ea ar 
0 1 i i he 

[c4a ce kt Sn Fh ee 


Abb. 4. Zeitlicher Verlauf der Wirkung am Kapaunenkamm von verschieden groBen Dosen Andro- 
standiol ( ) und von Androstandiol-3-benzoat (--—-—) im 6-Tage-Test. 
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Zeitlicher Verlauf der Wirkung am Kapaunenkamm von verschieden groBen Dosen 
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Abb. 5. 
Testosteron (————) und von Testosteronbenzoat (-— 


~~) im 6-Tage-Test. 

b) Ratte. Im 10-Tage-Test (Abb. 6 und 7) zeigen die aliphatischen 
3-Monoester, wie 3-Propionat und 3-n-Butyrat, gegeniiber dem freien 
Diol bei Dosen von 500 y taglich eine schwache Wirkungssteigerung. 
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Die Wirksamkeit der Benzoate wie die des Dipropionats ist nur gering. 
Hier ist das 3-Benzoat sogar dem 17-Benzoat unterlegen. 
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Gewicht der Samenblase 
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Abb. 6. Wirkung verschiedener Androstan-3-cis-17-trans-diolester auf das Gewicht der Samenblase 
der Ratte im 10-Tage-Test. Ad = Androstan-3-cis-17-trans-diol. 
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Wirkung von verschiedenen Androstan-3-cis-17-Trans-diolestern auf das Gewicht der 


Abb. 7. 
Prostata der Ratte im 10-Tage-Test. Ad = Androstan-3-cis-17-trans-diol. 


Im Test mit einmaliger Injektion (Abb. 8 und 9) iiberragen fast alle 
Ester mehr oder weniger das freie Diol. Am wirksamsten, insbesondere 
auch beziiglich der Wirkungsdauer, erscheint hier das 3-n-Butyrat. 
Geringfiigig ist die Wirkung des 3-Palmitats, beim 3, 17-Dipropionat 


Biochemische Zeitschrift Band 294. 4 
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ist eine solche nicht mehr feststellbar. Das 17-Benzoat erscheint auch 
bei diesem Test gegeniiber dem 3-Benzoat etwas bevorzugt. Keiner 
der Ester erreicht aber die Wirkung des Perandrens. Dies ist um so 
auffalliger, als ja das Androstandiol nach den friiheren Untersuchungen 
durch Zusatz von Sauren in ahnlicher Weise aktiviert werden kann 
wie das Testosteron. 
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Abb. 8. Wirkung von verschiedenen Androstan-3-cis-17-trans-diolestern auf das Gewicht der Samen- 























blase der Ratte im Test mit einmaliger Injektion von'2 mg. Ad = Androstan-3-cis-17-trans-diol. ® 
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Abb. 9. Wirkung von verschiedenen Androstan-3-cis-17-trans-diolestern auf das Gewicht der Prostata : 
der Ratte im Test m:t einmaliger Injektion von 2mg. Ad = Androstan-3-cis-17-trans-diol. 
3. Dihydrotestosteronester. jektio 
a) Kapaun. Wie sich aus Tabelle V ergibt, ist die Wirksamkeit teil g 
der Dihydrotestosteronester am Kapaunenkamm nur wenig von der- Wirki 
jenigen der entsprechenden Testosteronester verschieden. Die Intensitit das n. 


der Wirkung erscheint etwas erniediigt, die Dauer dagegen leicht erhéht. das T, 
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Tabelle V. 





Dihydrotestosteron Testosteron 
Derivat RAM (ee fra 
Internationale Maximale ‘ it 
Einheit kung basa Mi 
reicht am: 


Maximale Wir- 
kung wird er- 
reicht am: 


Internationale 
Eirheit 


Formiat 25—30 » 8. Tag 20 y . Tag 
Acetat 25—30 » 8. 20 » 
Propionat 25—30 y 10. 20 » 
n-Butyrat 60—70 + 14. 60 y 1 
n-Valerat 200 y 16. 200 » 1 


. ” 


7 
7 
9 
2 
4 


Pry 


b) Ratte. Im 10-Tage-Test (Abb. 10 und 11) zeigen die Ester des 
Dihydrotestosterons eine ahnliche Verstirkung gegeniiber Dihydro- 
testosteron wie die Ester des Testosterons gegeniiber dem _ freien 
Hormon. Die Wirkung der Dihydrotestosteronester ist hier aber be- 
sonders an der Samenblase geringer 
als diejenige entsprechender Testo- 





steronester. Auch bei einmaliger In- 
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Abb. 10. Wirkung verschiedener Dihydro- Abb. 11. Wirkung verschiedener Dihydro- 

testosteronester auf das Gewicht der testosteronester auf das Gewicht der 

Samenblase der Ratte im 10-Tage-Test. Prostata der Ratte im 10-Tage-Test. 
DT = Dihydro-testosteron. DT = Dihydro-testosteron. 


jektion (Abb. 12 und 13) bieten die Dihydrotestosteronester keinen Vor- 
teil gegeniiber den entsprechenden Testosteronestern. Die stirkste 
Wirkung entfallt auch hier, ahnlich wie in der Testosteronreihe, auf 
das n-Valerat. Diese Verbindung erweist sich aber, wie tibrigens auch 
das Testosteron-n-valerat, am Kapaunenkamm als wenig wirksam. 

4* 
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Abb. 12. Wirkung von verschiedenen Dihydro-testosteronestern auf das Gewicht der Samenblase 
der Ratte im Test mit einmaliger Injektion von 2mg. DT = Dihydro-testosteron. 
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Abb. 13. Wirkung von verschiedenen Dihydro-testosteronestern auf das Gewicht der Prostata 
der Ratte im Test mit einmaliger Injektion von 2 mg. D7 = Dihydro-testosteron. 


4. Testosteronester. 
A. Testosteronkohlensaureester. 


a) Kapaun. Wie aus Tabelle I sowie aus Abb. 14 hervorgeht, 
sinkt die Wirksamkeit vom Methyl- zum _n-Propylkohlensaureester 
sehr rasch ab. Auffallig ist die relativ gute und insbesondere protrahierte 
Wirkung des Phenylcarbonats, z. B. verglichen mit dem Benzyl- 
carbonat, wahrend sich das Urethan und sein n-Propylderivat so gut 
wie wirkungslos erweisen. 

b) Ratte. Manche der Ester, insbesondere das Methyl-, n-Propy!.. 
Phenyl- und auch Benzylderivat (s. Abb. 15 und 16) reichen beziiglich 
ihrer Wirkung im 10-Tage-Test nahe an das Perandren heran und iiber- 
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schreiten sogar teilweise bei hohen Dosen dessen Wirksamkeit ander Samen- 
blase und Prostata. Das £-Diithylaminoathylcarbonat-hydrochlorid, das 
in wasseriger Lésung gespritzt wurde, zeigt eine wenig intensive Wirkung. 
Als nahezu wirkungslos erwies sich das n-Propylurethan und als ganz 
unwirksam das Urethan selbst. 
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Abb. 14. Zeitlicher Verlauf der Wirkung am Kapaunenkamm einer ungefiihr 1 internationalen Einheit 


entsprechenden Menge von verschiedenen Testosteronkohlensiureestern im 6-Tage-Test. 
T = Testosteron, k = Carbonat. 
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Abb. 15. Wirkung verschiedener Testosteronkohlensiiureester auf das Gewicht der Samenblase 
der Ratte im 10-Tage-Test. 7’ = Testosteron, k = Carbonat. 
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Wirkung verschiedener Testosteronkohlensiureester auf das Gewicht der Prostata der 


Abb, 16, 
Ratte im 10-Tage-Test. 7’ = Testosteron; k = Carbonat. 


Bei; einmaliger Injektion von 2mg (Abb.17 und 18) fallt die 
Wirkung des Methyl- und Phenylderivates stark ab. Hier ragen die 


im Kapaunentest relativ wenig wirksamen Benzyl- und Propylderivate 
hervor. Ihre Wirkung halt iiber drei Wochen an und iibertrifft sogar 
die des Perandrens. Perandren erweist sich allerdings am Hahnenkamm 


als 7} /,mal wirksamer. 
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Abb. 17. Wirkung von verschiedenen Testosteronkohlensiiureestern auf das Gewicht der Samenblase blase 


der Ratte im Test mit einmaliger Injektion von 2mg. 7' = Testosteron, k = Carbonat. 
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Abb. 18. Wirkung von verschiedenen Testosteronkohlensiureestern auf das Gewicht der Prostata 
der Ratte im Test mit einmaliger Injektion von 2mg. T = Testosteron, k = Carbonat. 


B. Verschiedenartige Testosteronester. 


a) Kapaun. Im Kapaunentest (s. Tabelle I) reicht die Wirkung des 
Chloracetats nahe an die des Perandrens heran, ist aber kiirzer. Das x- 
Brompropionat fallt stark ab. Das «-Dimethylaminopropionat ist nur halb 
so wirksam wie der oben erwahnte basische Diaéthylaminoathylkohlen- 

sdureester. Das Phenylacetat und ins- 

500 besondere der Crotonsiureester er- 

™g weisen sich als nahezu wirkungslos. 
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Abb. 19. Wirkung verschiedener Testo- Abb. 20. Wirkung verschiedener Testo- 

steronester auf das Gewicht der Samen- steronester auf das Gewicht der Prostata 

blase der Ratte im  10-Tage-Test. der Ratte im 10-Tage-Test. 7’ = Testo- 
T = Testosteron. steron. 
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b) Ratte. Im 10-Tage-Test (Abb. 19 und 20) kommt ebenfalls das 
Chloracetat dem Perandren noch am nachsten. Phenylacetat, «-Brom- 
propionat und Crotonat stehen stark zuriick. 

Bei einmaliger Injektion (Abb. 2] und 22) andert sich das Bild 
in auffallender Weise. Hier iiberragen das Phenylacetat und selbst das 
Crotonat die halogenierten Ester ganz bedeutend. Am schwachsten 
ist die Wirkung des basischen «-Dimethylaminopropionats. 
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Abb. 21. Wirkung von verschiedenen Testosteronestern auf das Gewicht der Samenblase der Ratte 
im Test mit einmaliger Injektion von 2mg. 7 = Testosteron. 
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Abb. 22. Wirkung von verschiedenen Testosteronestern auf das Gewicht der Prostata der Ratte 
im Test mit einmaliger Injektion von 2mg. 7 = Testosteron. 


Ill. Besprechung der Ergebnisse. 


Friihere Versuche zur Erhéhung der Wirkung mannlicher Sexual- 
hormone durch Zusatz von Aktivatoren (Sauren oder Alkohole) hatten 
schon gezeigt, daB zwar an der Ratte eine zum Teil ganz erhebliche 
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Verstarkung zu erzielen ist, nicht aber am Kapaun. Entsprechendes 
scheint auch fiir die veresterten Verbindungen zu gelten. Die Ver- 
esterung der Hormone setzt ihre Wirkungsintensitat am Kapaunenkamm 
mehr oder weniger herab und vernichtet sie in einzelnen Fallen sogar 
ginzlich. Die Wirkungsdauer wird jedoch im allgemeinen erhdéht. 
Letzteres zeigt sich naturgemaiB besonders deutlich bei Verwendung 
héherer Dosen (Androsteronbenzoat). Ganz allgemein ist zu beobachten, 
daB Unterschiede in der Wirkung der einzelnen Verbindungen in der 
Nahe der Schwelle viel weniger hervortreten als bei héheren Dosen. 

Kiirzlich konnten franzésische Forscher! zeigen, daB sich unter 
besonderen Umstanden, namlich bei linger dauernder Verwendung 
héherer Dosen von Testosteronestern an noch nicht vorbehandelten 
Kapaunen auch am Kapaunenkamm deren Uberlegenheit gegeniiber 
freiem Testosteron beweisen ]éBt. Von allen untersuchten Estern war 
auch hier das Testosteronpropionat (Perandren) bei weitem der wirk- 
samste. 

An der Ratte fiihrt die Veresterung in der Regel zu einer gleich- 
zeitigen Erhéhung der Wirkungsintensitat und der Wirkungsdauer. 
Eine Ausnahme bilden die Androsteronester, die sich hier in den unter- 
suchten Dosen als nahezu wirkungslos erwiesen, wahrend die Ver- 
esterung des 3-cis-17-trans-Androstandiols und des Dihydrotesto- 
sterons eine deutliche Verstarkung der Wirkung ergibt. Es sei in diesem 
Zusammenhang daran erinnert, daB sich weder Androsteron noch 
Androstandion, wohl aber Androstandiol und Dihydrotestosteron 
durch Zusatz von Saéuren aktivieren lieBen. Worauf dieses unterschied- 
liche Verhalten beruht, la8t sich zur Zeit noch nicht erkennen. Immerhin 
weist die gleichsinnige Beeinflussung der Wirkung der Hormone durch 
Veresterung einerseits und Zusatz von Aktivatoren sowie auch durch 
die Art des Lésungsmittels andererseits auf analoge Ursachen hin. 

MaBgebend fiir die Wirksamkeit eines Hormons ist offenbar einmal 
die Héhe des zu erreichenden Hormonspiegels im Blute bzw. am Erfolgs- 
organ”. Die Héhe des Spiegels besitzt zweifellos ein Optimum, das nicht 
wesentlich unterschritten werden sollte. Ausschlaggebend ist aber weiter, 
daB der Hormonspiegel auch langere Zeit aufrechterhalten bleibt. 
Bei kiinstlicher Zufuhr des Hormons ergibt sich die Veranderung der 
im Blute kreisenden aktiven Hormonmenge pro Zeiteinheit als Differenz 
zwischen der in der Zeiteinheit resorbierten und der ausgeschiedenen 
bzw. zerstérten Menge. Fiir die Aufrechterhaltung des Spiegels ist es 
demnach nicht nur erforderlich, daB die resorbierte Hormonmenge eine 
gewisse Hohe erreicht, sondern insbesondere, da der konstante ZufluB 


1 G. Roussel, B.Gley u. G. Paulin, Bull. de l’ Acad. de Méd. 101. Jahrg., 
3. Serie 117, 201, 1937. — 2 Siehe auch C. Moore, Amer. J. of Obstetrics 
and Gynecology 29, 1, 1935. 
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gesichert bleibt. Diese Betrachtung besitzt wohl allgemein fiir die Wirkuny 
der Hormone Geltung, da dieselben im Gegensatz zu den Vitaminen 
vom tierischen Organismus offenbar nicht gespeichert werden kénnen, 
wie noch an anderem Orte ausfiihrlicher dargelegt werden soll. 

Anscheinend sind fiir die freien Hormone Resorptions- und Aus. 
scheidungsgeschwindigkeit gleicherweise sehr hoch, so daB ihre Wirkung 
zu rasch verpufft. Deshalb vermégen selbst sehr hohe Dosen von freien 
Testosteron nicht die Wirkung seiner Ester zu erreichen, die diesbeziiglich 
ein viel giinstigeres Verhiltnis aufweisen. Fiir die Erreichung maximaler 
Effekte scheint ein gleichmaBiger HormonfluB, dhnlich wie ihn auch div 
Driisen selbst erzeugen, wesentlicher als ein momentanes 1 berangebot. 

Da wir die Ausscheidungsgeschwindigkeit der Hormone offenbar nicht 
beeinflussen kénnen, so mu8 das Hauptaugenmerk daraufhin gerichtet 
werden, ihre Resorption zu regulieren, meist zu verzégern. Dies laBt sich 
in verschiedener Weise erreichen. So fanden Deanesly und Parkes}, dat} 
durch subcutane Implantation von festem Testosteron, Androstandiol oder 
Oestron langdauernde Wirkungen erzielt werden kénnen. Wir hatten 
friiher gezeigt?, daB Glycerine wie auch Paraffindllésungen bei sub- 
cutaner Injektion wirkungslos sind, im einen Falle offenbar wegen zu 
rascher, im anderen Falle wegen zu langsamer Resorption. Der regu- 
lierende EinfluB verschiedener Zusaétze, wie hodherer Fettsiuren und 
Alkohole, auf den AbfluB der Hormone bei subcutaner Applikation 
beruht méglicherweise auf einer“Anderung der Permeabilitat der Zell- 
wande. Solche Zusitze kénnten sowohl resorptionserschwerend (in 
Gegenwart von wasserléslichen Lésungsmitteln, wie Glycerin, Pro- 
pandiol, oder von fetten Glen) als auch resorptionserleichternd (in Gegen- 
wart von Paraffinél) wirken. 

Auch die unterschiedliche Wirksamkeit der Ester der Hormone 
scheint im wesentlichen lokal bedingt zu sein. Deanesly und Parkes! 
fanden, daB Testosteronpropionat und Oestradiolbenzoat bei intravendéser 
Applikation am Kapaun nicht wirksamer als die freien Hormone selbst 
sind. Offenbar werden diese Ester durch die Blutesterasen alsbald 
verseift. Schon Butenandt® machte darauf aufmerksam, daB die Sexual- 
hormone nur in freier Form zu wirken vermégen. Schwer verseifbare 
Derivate, wie z. B. ihre Ather oder Semicarbazone, sind kaum wirksam. 
Wie der eine von uns (Miescher) kiirzlich mitteilte4, ist auch das von 
Ruzicka hergestellte 17-Methyltestosteronacetat mit einer veresterten, 
aber schwer verseifbaren tertiiéren Hydroxylgruppe véllig unwirksam. 
Ahnliches gilt auch fiir die schwer verseifbaren Urethane im Gegensatz 


1 Deanesly u. Parkes, Chem. a. Industry 56, 447, 1937. — ? K. Mie- 
scher, A. Wettstein u. E. Tschopp, Schweiz. med. Wochenschr. 66, 310, 1936. 
— % A, Butenandt u. J. Stérmer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 208, 132,1932. 
-~ 4 Siehe Annual Reports of the Progress of Chemistry 38, 359, 1936. 
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za den leichter verseifbaren Kohlensaiureestern des Testosterons. Ob 
die Hormonester bei subcutaner Injektion schon am _ Injektionsort 
selbst oder erst nach ihrer Resorption im Blutstrom verseift werden, 
ist noch nicht entschieden. Im ersteren Falle wiirde man annehmen, 
daB die Ester gemaB ihrer fortschreitenden Verseifung allmahlich als 
freie Hormone resorbiert werden, im anderen Falle ware die verzégerte 
Resorption mehr durch Unterschiede in der Léslichkeit und im Diffusions- 
vermégen der Ester zu erkliren; die Verseifung finde hier erst im Blute 
statt und verliefe im allgemeinen rasch mit Ausnahme jener Ester, 
welche die Blutesterasen nicht anzugreifen vermégen. Die sehr ahnliche 
Wirkung der Formiate und Acetate des Testosterons bzw. Dihydro- 
testosterons scheint eher fiir die zweite Annahme zu sprechen. Die 
allgemein viel leichtere Verseifbarkeit von Formiaten gegeniiber Acetaten 
lieBe einen gréBeren Wirkungsunterschied erwarten. 

Vermutlich spielen alle erwihnten Vorginge nebeneinander eine 
Rolle. Eine Untersuchung der Verseifbarkeit, der Léslichkeit, des 
Diffusionsvermégens usw. der Ester ware erwiinscht. Doch wird auch 
sie keine abschlieBende Aufklirung bringen, da offenbar die Verhaltnisse 
von Tierart zu Tierart schwanken kénnen. Fiir den Endeffekt erscheint 
es natiirlich bedeutungslos, ob die erforderliche Resorptionsverzégerung 
durch Zusatz von Aktivatoren, passende Wahl des Lésungsmittels, 
Implantierung fester Substanz oder durch Veresterung erzeugt wird. 
Im Hinblick auf die therapeutische Verwendung ist jedoch den Estern 
der Vorzug zu geben. Mit ihnen lassen sich auBerdem besonders starke 
Effekte erzielen. 

Wie wir kiirzlich zeigen konnten, herrschen in der Reihe der weib- 
lichen Hormone ahnliche Verhaltnisse wie bei den mannlichen!. Uber 
analoge Versuche mit Enolverbindungen des Testosterons usw. wird 
an anderem Orte berichtet?. 

Bei den vorliegenden Versuchen zeigte es sich erneut, wie ver- 
schiedenartig die Antworten je nach der Tierart und bei der gleichen 
Tierart je nach der Priifungsmethode lauten kénnen. Besonders auf- 
fallend sind die oft gegensatzlichen Ergebnisse an der Ratte bei Ver- 
wendung des 10-Tage-Tests oder bei einmaliger Injektion. Wenn, 
wie bei den freien Hormonen und den niedrigen aliphatischen Estern, 
die Resorptions- und Ausscheidungsgeschwindigkeit relativ hoch ist, 
wird bei einmaliger Injektion eine geringere Wirkungshéhe erreicht 
als bei zehnmaliger Darreichung der gleichen Gesamtdosis. 

Es erweist sich einmal mehr, daB die Kennzeichnung einer 
Substanz nach internationalen Einheiten allein bei weitem nicht zu 


1 K. Miescher, C. Scholz u. E. Tschopp, Schweiz. med. Wochenschr. 
67, 268, 1937. — *% K. Miescher, W. H. Fischer u. E. Tschopp, Nature 
(London) 140, 726, 1937. 
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ihrer Beurteilung geniigt. Statt dessen ist eine méglichst vielseitige 
Analyse ihrer Wirkungen an verschiedenen Tierarten und unter 
wechselnden Gesichtspunkten erforderlich. 


Zusammenfassung. 


1. Zur pharmakologischen Priifung gelangten 32 Ester (wovon 23 
neu hergestellt wurden) des Androsterons, des 3-cis-17-trans-Andro- 
standiols, des Dihydrotestosterons und des Testosterons. 

2. Samtliche Ester wurden am Kapaunenkamm und am 
Sexualtraktus (Samenblase und Prostata) der kastrierten Ratte gepriift. 
Am Kapaunenkamm nimmt im allgemeinen die Wirkungsintensitit 
der Ester mit wachsender Kettenlange des Saurerestes ab, die Dauer 
der Wirkung aber zu. Benzoylierung in 17-Stellung vernichtet die 
Wirkung. An der Ratte gepriift, e geben die Ester in der Regel eine 
gleichzeitige Erhéhung der Wirkungsintensitat wie auch der Wirkungs- 
dauer, mit Ausnahme der Androsteronester. 

3. Ganz allgemein zeigten von den neu untersuchten Estern die Andro- 
steronester die geringste Wirksamkeit, etwas besser wirksam sind die 
Androstandiolester, am wirksamsten die aliphatischen Dihydrotesto- 
steronester. Die letzteren erreichen nahezu die friiher gepriiften ent- 
sprechenden Testosteronester. Von den neuen Testosteronestern zeigten 
einzelne Kohlensaureester giinstige Eigenschaften. 

4. MaBgebend fiir die Wirksamkeit eines Hormons ist die Hohe 
des Hormonspiegels im Blute und ganz besonders seine Aufrechterhaltung 
iiber langere Zeit hin. Fiir die Erreichung maximaler Effekte ist ein 
gleichmaBiger Hormonflu8 wesentlicher als ein akutes Uberangebot. 

5. Zur Beurteilung der Wirksamkeit von Verbindungen der mann- 
lichen Sexualhormone geniigt die Angabe der internationalen Einheit, 
gemessen am Kapaunenkamm, nicht. Eine” Analyse nach Wirkungs- 
intensitaét und -dauer an verschiedenen Tierarten und unter verschiedenen 
Gesichtspunkten muB sie erginzen. 
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Zur physikochemischen Charakterisierung 
pathologischer Serumeiweibkérper. 


Von 
F. Eirich und B. Sinnreich. 


(Aus der I. Medizinischen Klinik und dem I. Chemischen Laboratorium der 
Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 18. August 1937.) 
Mit 17 Abbildungen im Text. 


Finleitung. 


Trotz der vielen Bemiihungen, die fiir Untersuchungen der Serum- 
eiweiBkérper aufgewendet wurden, ist die Zahl der Autoren, die sich 
damit beschaftigt haben, Differenzen zwischen normalen und pathologi- 
schen SerumeiweiBkérpern zu finden, relativ gering. So  schreibt 
W. Berger in seiner 1934 erschienenen Abhandlung (1), daB bis dahin 
der sichere Nachweis pathologischer Serumproteine, wenn man vom 
Bence-Jonesschen Koérper absieht, noch nicht als erwiesen gelten kann. 
Hinweise dafiir, daB das Serum bei manchen Erkrankungen sich von 
der Norm unterscheidet, liegen zwar vor, so z. B. von Rusznyak, Berger 
und Petschacher, Kauftheil und Simo, Hellwig und Neuschlosz, Hafner, 
Spiro u.a. [(2) bis (7)]. Dagegen zeigen diese Untersuchungen nicht 
eindeutig, ob die Ursachen der gefundenen Differenzen in quantitativen 
Unterschieden [Albumin-Globulinquotienten (A/GQ.)] oder in quali- 
tativen Verschiebungen unabhangig vom A/GQ. liegen. 

Aus physikochemischen Griinden einerseits und klinischen anderer- 
seits schien uns ferner die Behandlung der Frage interessant, ob die in 
der Klinik viel gebrauchten Fallungsreaktionen der SerumeiweiBkérper, 
z. B. Takata-Reaktion (s. H. Eppinger, Die Leberkrankheiten, Wien 
1937), Weltmannsches Koagulationsband, Magnesiumchloridprobe nach 
R. Bauer u. a. durch nichteiweiBartige Kérper oder durch quantitative 
oder physikochemische Verainderungen der Proteine selbst bedingt 
sind (8). Damit im Zusammenhang schien es untersuchenswert, inwie- 
weit sich fiir eventuelle qualitative Serumveradnderungen, wie sie von 
Fuchs, Kaunitz und Lerch (9) bei bestimmten Erkrankungen, besonders 
bei vielen parenchymatésen Leberschidigungen auf optischem Wege 
wahrscheinlich gemacht wurden, ein kolloidchemischer Nachweis 
finden 1aBt. 

Nach dem heutigen Stand der serologischen Forschung kennt man 
nur im einzigen Falle des Bence-.Jones-Koérpers das Auftreten kleinerer 
EiweiBmolekiile als des Seralbumins. Sonst treten unter pathologischen 
Bedingungen stets Herabminderungen der Kolloidstabilitat der Serum- 
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proteine an Hand der Belastungsproben der verschiedenen Reaktione: 
auf, welche auf eine Verminderung des Dispersitaétsgrades und eine 
damit einhergehende Léslichkeitsverminderung schlieBen lassen. (Das ist 
iibrigens prinzipiell dasselbe Phanomen, das bereits zur Unterscheiduny 
zwischen Albuminen und Globulinen, nativen und denaturierten Eiweil)- 
kérpern gefiihrt hat.) Zur quantitativen Verfolgung der Dispersitats- 
anderungen sind vornehmlich optische Methoden, die Ultrazentrifuge 
und Viskositétsmessungen herangezogen worden. Von diesen verbindet 
die Bestimmung der Viskositét die Vorziige groBer Einfachheit und 
Genauigkeit mit dem Umstand, daB sie auch eine Beobachtung der 
Reaktionsweise der vorliegenden Proteine erlaubt. Allerdings sind die 
GesetzmaBigkeiten, welche die Viskositét mit anderen physikalischen 
GréBen dieser Kérper verbinden, trotz groBer Fortschritte auf dem 
Gebiete der Hochmolekularen fiir Kolloidelektrolyte, also auch Eiweibi- 
kérper, noch wenig geklart [Kruyt (10), Loeb (11), Meyer u. Mark (12), 
Pauli u. Valko (13), Staudinger (19)]. Es geniigt aber fiir die hier ver- 
folgten Zwecke, daB bei den Proteinen die Viskositaét mit der Ladung, 
Aktivitdt, Stabilitat und Quellung weitgehend parallel geht. 

Bisher sind am nativen Serum nur die Viskositaten der unver- 
anderten Sera zur Charakterisierung herangezogen worden. Man hat 
sich dabei bemiht, ihre Beziehung zur GesamteiweiBkonzentration 
und zum A/GQ. zu untersuchen, dabei aber keine einfachen Verhalt- 
nisse gefunden. Nach eingehenden Arbeiten gelangen Spiro, Hafner, 
Neuschlosz und Petschacher (6) (7) (14) (15) zur Feststellung, daB auBer 
den quantitativen Faktoren noch der ,,Lésungszustand“ eine Rolle 
spielen muB, wie die Summe aller unbekannten, die Stabilitat beein- 
flussenden Faktoren bezeichnet wird. Im folgenden soll daher versucht 
werden, den Lésungszustand auBer durch Viskositatsmessungen noch 
durch gleichzeitige Bestimmung einer Reihe von anderen physiko- 
chemischen und analytischen GréBen eingehender zu_beschreiben. 
Dabei war zu hoffen, daB sich bei verschiedenen Eingriffen, wie z. B. 
einer Séuren- und Laugeneinwirkung, denen man das Serum unterwirft, 
etwaige konstitutive Unterschiede der Eiweifkérper durch ein ver- 
schiedenartiges Verhalten vor allem beim Viskosimetrieren bemerkbar 
machen werden. Die an iiber 140 normalen und pathologischen Seris in 
jedem Einzelfall ausgefiihrten Bestimmungen waren: die Blutkérper- 
chensenkungsgeschwindigkeit, die Viskositaten des Plasmas, Serums 
und deren Verdiinnungen, die Leitfahigkeit, der Wasserstoffionen- 
exponent, potentiometrische, konduktometrische und viskosimetrische 
Titrationskurven mit Saure und Lauge, die Stabilitat im isoelektrischen 
Punkt, der Fibrinogen- und GesamteiweiSgehalt, der Reststickstoff- 
gehalt, der Albumin-Globulinquotient und das Ultraviolettspektrum'. 


1 Die optischen Untersuchungen werden Gegenstand einer gesonderten 
Mitteilung mit W. Hurka sein. 
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Wir sind uns dabei bewuBt, daB bei diesem Versuch einer systematischen 
Durchmessung polarimetrische, Uberfiihrungs- und Zentrifugierversuche, 
sowie eine eingehende Untersuchung der gereinigten Serum-Eiweib- 
fraktionen empfindlich fehlen, doch tiberstieg eine solche Erweiterung 
unseres Arbeitsplanes die vorhandenen Mittel; ihre baldige Durch- 
fiihrung ist in Aussicht genommen. 


Methodik. 


Im folgenden sollen zuerst die verschiedenen Apparaturen kurz be- 
schrieben werden. Die Bestimmungen der Plasma- und Serumviskositaten 
wurden in Viskosimetern durchgefiihrt, welche gleichzeitig die Messung der 
spezifischen Leitfahigkeiten gestatten. Die Fassung derselben betrug 
stindig 4 ccm, davon kamen etwa 3 zum DurchflieBen. Die Kapillarenweite 
war 1mm, die DurchfluBzeiten fiir Wasser bei einer Kapillarenlange von 
200 mm 30 Sekunden. Die Elektroden zur Leitfahigkeitsmessung waren in 
der oberen Kugel des Viskosimeters derart eingeschmolzen, daB nur eine 
Seite der Platinbleche von Fliissigkeit bespiilt werden konnte. Der Vorteil 
dieser Bauart besteht darin, daB das stromdurchflossene Volumen konstant 
ist und Fehler durch Luftblasen vermieden werden. Zur besseren Reinigung 
war diese Viskosimeterleitfahigkeitskugel durch einen Schliff. mit der 
Kapillare verbunden. Infolge seiner Linge geniigte eine geringe Fettung 
seiner oberen Halfte, um das Eindringen des Thermostatenwassers zu 
verhindern. 

Die Messung der Wasserstoffionenkonzentration erfolgte mit Hilfe 
einer zum Titrieren geeigneten Chinhydronelektrode nach der Kompensa- 
tionsmethode. Da die Chinhydronelektrode im starker alkalischen Gebiet 
nicht brauchbar ist, wurden die Werte nur bis etwa zu einem py von 9 
verwendet. Man erhalt so noch richtige Werte, wenn man mit sehr kleinen 
Chinhydronmengen und sehr rasch arbeitet. Die Bestimmungen des Gesamt- 
eiweiBgehalts und der Fraktionen, des Fibrinogens und des Reststickstoffs 
erfolgte nach den von Rappaport in der Monographie: Mikroanalyse des 
Blutes, angegebenen Methoden. 


Die Durchfiihrung der Messungen erfolgte stets gleich. Das Blut wurde 
aus den Cubitalvenen in iiblicher Weise bei méglichst geringer Stauung ent- 
nommen und in zwei Réhrchen flieBen gelassen, von welchen eines fiir 
10cem Vollblut 0,07 cem gesattigter Na-Citratlésung enthielt. Die Ver- 
diinnung des Plasmas konnte daher vernachlassigt werden. 


Das Plasma wurde nun in dem auf + 0,05° genau auf 37° regulierten 
Thermostaten viskosimetriert. Darauf wurden zwei der vier im Vikosimeter 
befindlichen cem entfernt und durch 2 cem einer Ringerlésung von gleicher 
Temperatur, die wieder auf je 10ccm 0,07 cem gesattigte Citratlésung 
enthielt, ersetzt. Dieser Vorgang wurde viermal widerholt und auf diesee 
Weise eine Verdiinnungskurve des Plasmas mit citrathaltiger Ringer- 
lésung erhalten. In der gleichen Weise wurde eine viskosimetrische Ver- 
dimnungsreihe des Plasmas mit destilliertem Wasser durchgemessen. 


Nun wurden 4ccm des Serums in das Leitfahigkeitsviskosimeter 
gebracht und die Durchflu8zeit bestimmt, ferner wie beim Plasma auch von 
jedem Serum eine Verdiinnungskurve viskosimetrisch aufgenommen. 
AuBerdem wurde im Stadium der vollgefiillten MeBkugel seine Leitfahigkeit 
gemessen. In der Zwischenzeit war der GesamteiweiBgehalt analytisch 
bestimmt worden und auf Grund des erhaltenen Wertes die 4 cem Serum im 
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Viskosimeter (durch Entnahme eines entsprechenden Teiles und Wieder- 
auffiillen mit Verdiinnungsfliissigkeit auf 4ccm) auf 4°, Gesamteiweii;- 
gehalt gebracht. Die Verdiinnungsfliissigkeit bestand, zum spater noch zu 
beschreibenden Studium der Salzwirkung, aus destilliertem Wasser, physio. 
logischer Kochsalz- oder Ringerlésung. Die Konzentration des Eiweibes 
selbst wurde mit Riicksicht auf die nun erfolgende Titration deshalb ein- 
heitlich auf 4°, festgesetzt, weil einerseits das menschliche Serum in allen 
Fallen héherprozentig ist, andererseits eine gréBere Verdiinnung im Hinblick 
auf die konzentrationsabhangigen Eigenschaften der Proteine vermieden 
werden sollte. 

Die Viskositat 74 und die Leitfahigkeit x, des 4° igen Serums bilden 
nun die Ausgangspunkte fiir die T'itrationen. Hierbei wurden in den weiten 
Teil des Viskosimeters immer genau 0,8 ccm einer 0,75 n Salzsdéure aus einer 
Mikrobiirette mit langer AusfluBkapillare 0,05-cem-weise zuflieBen gelassen, 
gut durehgemischt und Viskositaét und Leitfahigkeit nach jedem Zusatz 
bestimmt. Nun wurde mit einer 0,75 n, genau gegen die Salzsaure eingesiellten 
Natronlauge zuriicktitriert und die Titration durch weitere Zusatze von 
Lauge iiber den Neutralpunkt ins alkalische Gebiet hinein verfolgt?. 

Die potentiometrische Titration erfolgte ebenfalls am 4° igen Serum 
in ganz gleicher Weise mit denselben Saéure- und Laugemengen. Der Salz- 
bzw. EiweiBfehler der Elektroden wurde in Anbetracht des Relativcharakters 
der Messungen unberiicksichtigt gelassen, um so mehr, als seine Elimi- 
nierung durch Chinon- oder Hydrochinonzusatz unmédglich gewesen wiire. 

Bei der Auswertung der MeBresultate muBte eine Reihe von Umstanden 
beriicksichtigt werden. So ergab eine hydrodynamische Uberlegung, dai 
es konsequenter ist, die relative Viskositaét des Plasmas nicht auf Wasser, 
sondern auf Serum als Einheit zu beziehen. Exakt ist dieses Vorgehen 
keineswegs, doch wird dabei die“Wechselwirkung zwischen so ungleich- 
artigen Teilchen wie den Fibrinogen- und den Albuminmolekiilen besser 
beriicksichtigt. 

Weiter muB der Fehler bedacht werden, der fiir den Vergleich der 
Titrationsergebnisse untereinander durch die ungleichen Salzkonzentra- 
tionen entstehen kann, welche durch die jedesmal ohne Riicksicht auf die 
AusgangseiweiBkonzentration auf 4°, vorgenommene Serumverdiinnung 
eintreten. Es ergibt sich jedoch an Hand der Kurven, daB diese Ionen- 
konzentrationsdifferenzen ohne erheblichen EinfluB sein miissen (Abb. 4 
und 5). Denn sogar die viel gréBeren Unterschiede, die beim Versetzen 
ein und desselben Serums mit Wasser oder isotonischer Kochsalzlésung 
entstehen, wirken sich bei der Titration praktisch nicht aus. Ferner 
ergibt sich kein erkennbarer Zusammenhang zwischen Leitfahigkeit und 
Viskositat in den ausgezeichneten Punkten der Kurve (Abb. 12 und 14). 
Dagegen hatten bei jedem anderen Verfahren die ungleichen Eiweils- 
konzentrationen sehr gestért. 

Endlich haben wir rechnerisch die Verdiinnung korrigiert, welche durch 
die Zusétze beim Titrieren entsteht und die Kurven verzerrt. Wie Abb. 2 
fiir die Viskositat zeigt und auch fiir die Leitfahigkeit in diesem Bereich 
bekanntlich gilt, kann man fiir die bis zu 35°,ige Konzentrationsabnahme 


1 Dieses durch Materialknappheit verursachte Vorgehen vermeicet 
wohl durch seine Schnelligkeit eine Sauredenaturierung durch Sekundar- 
reaktion im Sinne von Bttisch und Schulz (41), nicht aber die von 
A, Fischer (42) gefundene Saurereaktion der Globuline, welche im Verlaut 
unserer Arbeit von Bedeutung wurde. 
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n guter Naherung lineare Beziehungen annehmen. Alle gemessenen 7- und 
4+n nae ; , 
z-Werte sind daher mit einem Faktor 4 multipliziert (n ist die Zahl 


der zugefiigten ccm). Fiir das py wurde die Korrektur unterlassen, da sie 
hier unsicherer ist und auBerdem die Absolutwerte des px von Bedeutung 
waren. 
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Abb. la. Relative Plasmaviskositat gegen Fibrinogenkonzentration. Kingeringelt ist beispielsweise ein 
Punkt, welcher dem Mittelwert aller zwischen 0,6 und 0,7 % liegenden Punkte am niichsten kommt. 
Die Kurve verbindet solche Mittelwerte. 
Abb. 1b. Verdiinnungskurven der in Abb. 1a herausgegriffenen Punkte zwischen 0,6 und 0,7 %. 
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Ergebnisse, 


Tragt man die relativen Viskositéten der Plasmen gegen die Fibri- 
nogenkonzentration auf (Abb. 1a), so la8t sich durch Mittelung iiber 
regelmaBig herausgegriffene Ordinaten eine gemeinsame Kurve legen. 
Die Plasmen verschiedenster Patienten weisen also hinsichtlich der fiir 
die Viskositét maBgebenden Fibrinogenstruktur keine allzu groBen 
Unterschiede auf. Eine Bestatigung dafiir erbringen die Verdiinnungs- 
kurven der einzelnen Plasmen, welche einen ganz gleichsinnigen Verlauf 
haben (Abb. 1 b); sie gehen dabei, in isotonischer Lésung wie mit Wasser 
verdiinnt, nicht gegen den Ursprung zu, dissoziieren also in groBer Ver- 
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diinnung wie fraktionierte Proteine. Betrachtet man zum Vergleich dic 
fiir Kugeln gleicher Konzentration nach Einstein (16) berechnete 
Kurve (£), wobei die mit 100° angenommene Solvatation nach allen 
Erfahrungen eher zu hoch gegriffen ist, so ist wohl die bestehende Ab. 
weichung auf eine anisotrope Teilchengestalt und die dadurch schon in 
geringer Konzentration hervorgerufene starke Wechselwirkung zuriick- 
zufiihren [Jeffery (17), Kuhn (18), Staudinger (19), Eirich (20)]. Die 
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Abb. 2a. Verdiinnungskurven von Seris verschiedener Konzentration und A/GQ. zwischen 0,° 
und 1,0. £.... Vergleichskurve nach Einstein-Guth (100 % Quellung). 











Ergebnisse von Boehm und Signer (21) iiber die Stabchennatur des 
Fibrinogens durch Messung der Strémungsdoppelbrechung, welche auch 
die Méglichkeit einer erzwungenen Molekiildissymmetrie durch Dehnung 
miteinschlieBen, gewinnen hierdurch eine Stiitze. 

Ganz anderer Natur sind die Beziehungen zwischen Konzentration 
und Serumviskositaét bzw. dieser und dem A/GQ. Die gefundenen 
Viskositatswerte steigen zwar naturgemaéB im allgemeinen mit dem 
GesamteiweiBgehalt, ferner innerhalb einer bestimmten Konzentration 
wieder mit dem prozentuellen Globulinanteil, wie schon Petschacher (15) 
angibt, an. Ist aber dieser Zusammenhang schon bei den Normalfallen 
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nur ein sehr weiter Rahmen, so erscheint er bei den Kranken fast bis 
zur Unkenntlichkeit verwischt!. Sowohl bei konstantem A/GQ. gegen 
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Abb. 21. Viskositdten verschiedener Sera? gegen Gesamteiwei8konzentration. Die Kurven stellen 
aus anderen Diagrammen iibertragene Verdiinnungsreihen dar. 


1 Inwieweit Verainderungen des EiweiBgehalts und des A/GQ. in 
pathologischen Fallen iiberhaupt auftreten, wurde in dieser Arbeit nicht 
untersucht. Die Werte wurden als gegeben betrachtet und nur eine Beziehung 
zur Viskositaét und den sonstigen Titrationsergebnissen herzustellen gesucht. 
— 2% In den Abb. 2 und 12 bis 17 sind die einzelnen Faille wie folgt durch 
Symbole gekennzeichnet: Normale @, Grippe und rheumatische Affekte x, 
Lungenfalle +, Hypertonie A, Nierenerkrankungen A, Diabetes mellitus 0, 
parenchymatéser Ikterus ©, mechanische Gallengangverstopfung ©, Herz- 
klappenfehler — und Diverse A. 


5* 
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die prozentische Konzentration (Abb. 2a), als bei dieser als Parameter 
gegen A/GQ. aufgetragen, ergibt sich ein scheinbar regelloser Haufen. 
Abb. 2b zeigt daher die gemessenen Werte, der Ubersichtlichkeit wegen 
etwa nur die Halfte, ohne Beriicksichtigung des A/GQ. gegen dic 
Konzentration aufgetragen. Es ist offensichtlich, daB das beim Fibri- 
nogen allenfalls méglich gewesene Durchlegen einer mittleren Kurve 
hier ausgeschlossen ist; ebenso natiirlich ein Riickschlu8B aus der Hohe 
der Viskositat auf die vorliegende EiweiBkonzentration. Zur Ermittlung 
der Proteinkonzentrationsfunktion sind daher die Verdiinnungskurven 
der einzelnen Sera unerlaBlich (Abb. 2a und 2b). Man erkennt ein 
ausgepragt individuelles Verhalten, wobei die normalen Fille eine 
deutliche Neigung zu einem mehr linearen Verlauf zeigen. AuBerdem 
ergeben keine von ihnen so steile Kurven wie die Mehrzahl der Kranken- 
sera. Diese facherartige Anordnung bzw. die Lage der Punkte fiir ver- 
schiedene Sera zueinander sowohl in bezug auf eine Ordinate (Prozente 
konstant) als auch die Gleichheit der Viskosititen bei verschiedenen 
Konzentrationen bleiben beim Verdiinnen im wesentlichen erhalten. 
Trotzdem gehorcht der Gang- der Kurven nicht der Linsteinschen 
Formel (s. Abb. 2a). Es geht aber aus dem Verlauf hervor, daB die zur 
Titration vorgenommene allgemeine Verdiinnung auf 4% keinen 
prinzipiellen Fehler verursachen kann. Aus Abb. 2a sieht man auch 
wieder die bekannte Dissoziation in sehr verdiinnter Lésung [Sdrensen (22), 
s. auch die kiirzlich erschienene Arbeit von Boutaric u. Roy (44)]. 


Das Material der 140 bearbeiteten Sera wird hier, aus Platzersparnis 
nur auszugsweise, in Kurven und Tabellenform (Tabellen I bis X) wieder- 
gegeben. Daher sollen der allgemeine Verlauf der Titrationen sowie 
einzelne typische Kurven eingehender besprochen werden: Tragt man zu 
den fiir alle drei Titrationen gleichbleibenden ccm Zusatzfliissigkeit als 
Abszisse die py-Werte, spezifischen Leitfaihigkeiten und relativen 
Viskositaten als Ordinaten auf, so erhalt man drei Kurven (s. z. B. 
Abb. 3), deren allgemeiner Gang oder die Lage charakteristischer 
Punkte zueinander in allen Fallen die gleiche bleibt. Dabei weisen 
die py-Werte die geringsten, die Viskositaten die gréBten individuellen 
wie akzidentellen Veranderungen auf. Dieselben sind qualitativ von der 
Art der Verdiinnung (Wasser, physiologische Kochsalz- oder Ringer- 
lésung) unabhangig, quantitativ sind die Unterschiede bei Wasser- 
zusatz ausgepragter. 


Wie zu erwarten, entsprechen Leitfahigkeit und px in ihrem all- 
gemeinen Verlauf einander. So fallen z.B. die charakteristischen 
Punkte der konduktometrischen Kurve immer in denselben pq-Bereich. 
Dieser liegt fiir den zweimal durchschrittenen isoelektrischen Punkt 
(bzw. das Maximum der Triibung, Pfeil) etwa bei pu 5,5 gegen pu 4.7 
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bis 5,5 fiir reines Seralbumin, py 5,4 bis 5,6 fiir Serumeu- und Pseudo- 
globulin [Michaelis (23), Pauli (13)]. Ahnlich befindet sich das Saure- 
maximum der Viskositét stets bei einem py von 2,0, das folgende 
Viskositatsminimum bei rund py 4,0 und bei px 10 der Anstieg im alkali- 
schen Gebiet. Das entspricht bemerkenswerterweise dem von Pauw:t und 
Mitarbeitern gefundenen Verhalten der reinen fraktionierten Serum- 
eiweiBkérper (13). So klein die beobachteten pxy-Schwankungen der 
einzelnen Kurven absolut sind, so zeigen sie doch einen deutlichen und 
systematischen Gang in dem Sinne, daB in etwa 80%, der Faille einem 
starkeren Anstieg der Viskositét beim Saurezusatz eine stirkere Saure- 
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Abb. 3. Normalfall. In dieser und den folgenden Abb. 6 bis 11 sind die Leitfihigkeit B te 
durch volle, die Viskositatspunkte durch strichpunktierte und die pg-Punkte durch ee 
Verbindungslinien vereinigt. 

















bindung entspricht, wahrend die Flockungsbereitschaft im isoelektrischen 
Punkt haufig, knapp bevor er erreicht wird, durch eine etwas geringere 
als normale Abnahme der Aziditét beim Laugenzusatz angezeigt wird. 
Das ist deshalb von besonderem Interesse, weil die Viskositatserhéhung 
durch Saéurezusatz und diejenige durch eine Aggregation im isoelektri- 
schen Punkt durch zwei verschiedene Mechanismen hervorgerufen sein 
sollte. Diese wichtige Tatsache soll im Zusammenhang mit anderen 
noch weiter unten besprochen werden. 


Die Leitfahigkeitsmessungen erginzen die py-Kurven in wertvoller 
Weise vor allem in starker saurem Gebiet, da sie hier wesentlich emp- 
findlicher sind. Sie zeigen auch Bindungsunterschiede in der Mehrzahl 
jener Fille an, welche trotz stark erhéhter Viskositét keine py-Unter- 
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schiede aufweisen!. Im stark alkalischen Gebiet zeigen px und Leit- 
fahigkeit einen nicht unerheblichen Verbrauch an Lauge, wohl durch 
Sekundarreaktion (41), an. Wichtig sind endlich die gekriimmten Ver- 
bindungsstiicke der H-Titrationsgeraden. In diesem Gebiet bleiben dic 
hinzugefiigten H- oder OH-Ionen in immer steigendem MaBe frei, die 
Grenzen der Pufferung durch das Eiwei8 sind erreicht und seine fort- 
schreitende einsinnige Aufladung geht mit einem Anstieg der Viskositats- 
kurve Hand in Hand. 


Bei denjenigen Seris, welche zum Vergleich mit dem Wasserzusatz 
auch mit isotonischer Lésung auf 4% verdiinnt wurden, liegen die 
pu-Kurven beider Proben praktisch gleich, die konduktometrischen 
Kurven entsprechend héher (s. z. B. Abb. 4). Bei einer Reihe von 
Fallen verlaufen sie aber nicht véllig parallel mit der mit Wasser ver- 
diinnten, sondern zeigen im Bereich des einsinnig positiv oder negativ 
geladenen Proteins eine starkere Ioneninaktivierung als fiir das zwitter- 
ionische an. Ahnlich bewirkt auch die Erhéhung der Ionalitat bei der 
Titration der isotonisch verdiinnten Sera (durch Herabsetzung der 
freien Ladung) eine etwas verminderte ViskositatserhGhung des Saure- 
eiweiBes und eine etwas iiberhéhte im zwitterionischen Gebiet, in Uber- 
einstimmung mit der Theorie der Eiwei8kérper als Ampholyten und 
analog Versuchen von z. B. D. J. Lloyd und Pleass (24) und Pauli und 
Falek (25), Loeb (11) und Kruyt und- Lier (10). 


Der allgemeine Verlauf der Viskositaét (s. z. B. Abb. 3, strichpunk- 
tierte Kurve) ist auf Grund des Verhaltens der fraktionierten Serum- 
proteine (11) (13) (26) verstandlich: Nach Absattigung der starker alkali- 
schen molekulardispersen Puffer und Durchschreiten des isoelektrischen 
Punktes steigt die Viskositét wahrend des Saurezusatzes unter Uber- 
fiihrung der Proteine in die Chloride. Wenn diese Reaktion dem Ende 
zugeht, strebt die Kurve, flacher werdend, einem Reibungsmaximum 
zu. Im weiteren Verlauf fiihrt die Erhéhung der Gegenionenkonzentra- 
tion (Cl’) zur Inaktivierung des Proteinsalzes und die Viskositat sinkt 
etwas. Wahrend des nun durch den Laugenzusatz erfolgenden Aus- 
tausches der frei gebliebenen H-Ionen gegen Na-Ionen bleibt die Visko- 
sitét zuerst im wesentlichen konstant, sinkt dann langsam durch die 
beginnende Desorption der H-Ionen und fallt zuletzt auf ein etwas 
iiber dem Ausgangswert liegendes Minimum ab, sobald die Lauge, wie 


1 Die aus der maximalen Leitfahigkeitszunahme einerseits und dem 
pu andererseits sich haufig ergebende, nicht unerhebliche Unstimmigkeit 
fiir die Konzentration an freier Saure riihrt teils von der Differenz zwischen 
Leitfahigkeits- und Aktivitatskoeffizienten, teils von dem Eiwei8- uni 
Salzfehler der Chinhydronelektrode her. Auch darf nicht iibersehen werden, 
daB der py-Wert nicht volumenkorrigiert ist. 
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der neuerliche Leitfihigkeitsanstieg zeigt, die an das Eiweif’ gebundene 
Siure herauszuholen beginnt. Das ganze Spiel wiederholt sich nun fast 
symmetrisch wahrend des neuerlichen Durchschreitens des isoelektri- 
schen und dann auch des Neutralpunktes bei weiterem Laugenzusatz. 


Der angefiihrte Verlauf entspricht der durchschnittlichen Normal- 
kurve (s. Abb. 3). Bei manchen Gesunden und den meisten Kranken 
fanden wir mehr oder weniger starke Abweichungen bis zu ganz auBer- 
ordentlichen Verhaltnissen. Die Normalfalle nehmen dabei keine 
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Abb. 4. Angina. Vollstindige py-, ~-, 7-Titrationen der mit Wasser verdiinnten Probe. 
- Volistiindige Pu- *#-, 1-Titrationen der mit physiologischer Natriumchloridlésung verdiinnten 
Probe. o--~o x-, y-Titrationen ab py 3,0 (R). 


Mittelstellung ein, sondern bilden eine untere Grenze, welche weder 
beziiglich der Viskositaét noch der Saurebindung unterschritten wird. 
Die erste Tatsache wurde schon von Spiro (7) vermutet, die zweite stellt 
einen neuen Befund dar. Hierzu gehért, wie schon bemerkt, daB in der 
Regel vermehrte Séurebindung und Viskositatserhdhung Hand in Hand 
gehen; es gibt zwar auch Fille einer mehr als normalen Erhéhung ohne 
Sdéuremehrverbrauch, jedoch nicht das Gegenteil. 


Der wichtigste Unterschied zwischen dem Verhalten der einzelnen 
Sera besteht aber wahrend der Riicktitration beim isoelektrischen 
Punkt, in welchem Viskositatssteigerungen, Triibungen, Flockungen, ja 
sogar Gallertisierungen auftreten kénnen (in den Abb. 3 bis 11 durch 
die 2. Pfeile angezeigt), die bei den nachsten Tropfen Lauge wieder ver- 
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schwinden bzw. sich dem normalen Viskositaétsanstieg im Alkalischen 
angleichen. Die Ursache fiir diese charakteristische Labilitatsreaktion 
ist in der vorausgehenden Séureeinwirkung zu suchen, da beim erst- 
maligen Durchschreiten des isoelektrischen Punktes (beim Ansauern 
des nativen Serums) ausnahmslos nur schwache Opaleszenz auftrit‘ 
(erster Pfeil). Noch eindeutiger ist der Beweis der Saiurewirkung durch 
folgenden Versuch: Eine frische Probe eines wie iiblich titrierten 
4% igen Serums wird mit derjenigen auBerhalb des Viskosimeters ge- 
mischten Menge Saure und Lauge versetzt, die einem mittleren Punkt der 
Riicktitrationskurve entspricht; oder mit anderen Worten, das Serum 
wird auf einen bestimmten px > 3,0 angesdiuert und weiter titriert 





738 M.G. 





7 





Aquivalene 
Ses See pe Om ae ee SO Soe SS SS eS oe, Ae Ee es ee 0 
OY 06 O G24 Q4$06 08 0 12 4¥ 6 
com HET 075n com NaOH Q75n 


{ 











qa 


kid 
ee 





Abb. 5. Parenchymatéser Ikterus. Volistiindige py-, x-, n-Titrationen der mit Wasser ver- 

diinnten Probe, -—--— Vollstindige py-, «-, 4-Titrationen der mit physiologischer Natriumchlorii- 

lésung verdiinnten Probe. o--———o x-, 7-Titrationen ab Pg 2,0 (p)- A 4 x-, Pg-, 1-Titra- 
tionen ab Py 3,5 (p. 


ohne vorher der bei der vollstandigen Titration stattgefundenen Saure- 
einwirkung ausgesetzt gewesen zu sein. Die ViskosititserhGhung im 
isoelektrischen Punkt wie die Triibung bleiben nunmehr vollstandig 
aus, Kurven normaler und kranker Sera zeigen praktisch keine Unter- 
schiede mehr und liegen noch ein wenig unter den Werten der normalen, 
siurebehandelten Proben. Abb. 4 demonstriert dies bei einem Leicht- 
kranken (Angina), Abb. 5 an einem Patienten mit parenchymatésem 
Ikterus. Man sieht hier auch, daB bei py 2 die Siure noch verindernd 
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einwirkt (bereits in wenigen Minuten!), bei px 3 bereits nicht mehr. 
Pathologische Sera sind also durch Saure viel leichter denaturierbar 


als normale}. 
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1 Die hier gefundene Empfindlichkeit gegen Saure liegt um eine GroBen- 
ordnung hoher als z. B. die Angaben von Pauli und R. Weiss (27) fiir die 
denaturierende Salzsiurekonzentration fiir Seralbumin und Pseudoglobulin 
und gleicht etwa der fiir Himoglobin [W. C. M. Lewis (40)], fiir Euglobulin 
und Plasma [A. Fischer (42)]. 
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Die Sichtung des Materials fiir einzelne Krankheiten oder Gruppen 
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von solchen erfordert ein Zuordnen von Merkmalen und ein Eingehen 
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einige typische oder besonders interessante Befunde wieder: Abb. 4 
eine leichte Infektionskrankheit, Abb. 5 eine schwere Leberschadigung, 
Abb. 6 eine Hypertonie, Abb. 7 ein Mitralvitium. Abb. 8 ist an einem 
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Fall von Myelom aufgenommen, bei welchem der Bence-Jonessche 
EiweiBkérper nachgewiesen werden konnte. Es ist dies bemerkens- 





Ww! OHH / 
Y 


nm 
‘ 
‘ 
“, 
‘, 
., 
. 


: 
y/ 
pose 


| ie ; 
Aguivalenz 














: l 
0 Qe QY Wb 0 We a¢ 06 ae Ww 12 1% 16° 
com HCl O75n com NadH o75n 


Abb. 10. 


werterweise der einzige Fall, in welchem die Séure- und Laugenbindung 
wie die Viskositat hinter der Norm zuriickbleiben. Abb. 9 bringt als 
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Gegenstiick an einem fast verhungerten Mann bestimmte Daten, welche 
die gréBte von uns gefundene Séureaufnahme (fast 3 . 10-? n) anzeigen. 
Abb. 10 und 11 belegen endlich, daB, abgesehen von der Natur der 
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Erkrankung, das AusmaB der Abweichungen in der Regel mit der 
Dauer und der Schwere des Krankheitszustandes zunimmt. Die erstere 
Abbildung gibt ein Bild einer Bronchitis mit beginnender Pneumonic. 
die zweite stellt denselben Fall einige Tage spater eine halbe Stunde 
ante exitum dar. 


Diese Differenzierung normaler und pathologischer Sera durch 
physikochemische Bestimmungen steht mit den Ergebnissen der Messung 
der Blutsenkungsgeschwindigkeiten (s. Tabelle I bis X) und auch mit 


Tabelle I'. Normalfalle. 
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dem A/GQ. nur in einem losen Zusammenhang. Da aber gerade zwischen 
dem letzteren und der Serumviskositét haufig Funktionen angenommen 
wurden, sei unser Material auch daraufhin zusammengestellt. Abb. 12 
zeigt, um sicher Salzeinfliisse auszuschalten in verschiedene Leit- 
fahigkeitsgruppen unterteilt, die weitgehende Unabhangigkeit der 


' Die Abkiirzungen bedeuten fiir alle Tabellen: Nr. die Nummer dex 
Falles, Ge. das Geschlecht (m = mannlich, w = weiblich), A. das Alte: 
des Patienten, Sg. die Senkungsgeschwindigkeiten, F. die in °, angegebenen 
Fibrinogenwerte, 7p die auf Serum als Einheit bezogene relative Viskositiit 
des Plasmas, GE. die °%, GesamteiweiB, A./G. das Verhaltnis Albumin zu 
Globulin, G. die °, Globulin, ~ge die urspriingliche Leitfahigkeit des Serums 
in 10-*r. O., x, die Leitfahigkeit des auf 4°, Eiwei8gehalt gebrachten 
Serums, 7g. die auf Wasser bezogene relative Viskositaét des Serums, 7, die 
Viskositét des auf 4% gebrachten Serums, also den Ausgangspunkt der 
Viskositaétskurve, 7g max die Viskositét im Sauremaximum, 7; die im 
Minimum der Viskositétskurve und schlieBlich 7;,, die Viskositat im iso- 
elektrischen Punkt. 
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Tabelle II. Grippe und rheumatische Infekte. 
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22, — 0,441,103 7,05 0,86 53,8'1 27; 179 | 1,49 (1,52 
| 28 | 25/.5'0,731,150 8,03 0,73 58,01 1,86 1,57 1,88 
| 28/29/54 0,69 1,166 7,93 0,83 54,5 1,93 | 1,63 2,02 
'27 Sia 0,571,118 6,67 —  — 1,80 | 1,50 1,55 
22 | ‘n/, 71 0,441,105) 7,11 1,08 1,79 | 1,52 1,60 
| 23 | 76), 0,92 1,236 8,53 E 1,90 | 1,56 1,70 
| 27 |8%/s¢ 0,63'1,155! 8, 7 20.84 1. 730 1° 1,81 1,53 1,64 
16 | 19/,, 0,671,142 6,! 56 46 0.99 1,682 1,3: 1,96 | 1,62 1,66 
27 5) 0,93 1,343 1,55 6 > £89 1,838 1,31) 1,97 | 1,68 1,91 
r—{| —) | — 7" : - 50,98 1,740 1,27) 1,79 | 1,49 1,50 
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Tabelle III. Lungenfille. 








./ A.) Sg. %F. Mp | 0/9 GE./A./G./ 9G.) %g 


x 
PR 
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x 
ia 


"a "Smax\ "min "jso 


5 rie 1,58 
| 1,78 2,20 
| 2,10 (3,10 
9. 1,72 1,98 

1,57 1,75 
1,46 1,52 
1,68 
1,75 
2,00 
1,70 
oc 
1,66 
1,66 


3 || m | 61|73; ‘103, 0573/1,155| 7,25 |1,15/ 46,5 
| w 36 5°/,, 0,86: (1,240/ 7,45 | 0,58) 63,5 
30° — 0,85/1,194 7,42 |0,62/61,7 
48 — 0,45/1,125 6,83 | 1,19) 45,7 
22 — 0,67 1,131) 7,67 |0,99|50,4 
25| 7/1; — | — | 8,20 |0,89/53,0 
25 16/,, 0,551,156 7,41 |0,85/ 51,3 
28 86/,, 0,95 1,802) 6,97 0,52) 65,9 
24 — (0,95 1,273) 7,55 | 0,60 62,2 
50 1/y,/0,55/ 1,172, 6,23 | 1,08) 48,2 
50 — 1,01/ 1,294) 6,80 | 1,05! 48,9 

— |! — | 6,45 |3,39! 22,8! 

|— | — | 2,82 |0,82/ 64,3 
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Tabelle IV. Hypertonie. 





- (Oo F.| "p i°lo GE. A./G.|?/9G. *Se “A "Se | "4 | "S maxX! "min! ’ 


6,44 |1,44 44,6 1,51/0,93 1,749 1,34) 1,69 
6,93 |2,08 32,4 /1,60 0,99 1,792 1,34) : 1,71 2 
7) 8/49 | 0:34 1065 6,76 |0,71 58,4 1,66 1,03 1,560 1,28 1,54 
Ba 19/,5/0,78 1,168 6,46 |2,16 31,6 1,54 1,03 1,830 1,39) ¢ 1,91 2, 
51 | ie (0,58 1,105) 5,97 | 1,38 42,0 1,54 1,11 1,6471,36 2,14 1,79 : 
54 | 6/,, |0,44'1,092) 6,74 | 1,02 49,4 1,57 1,011,528 1,27 1,75 1,45 
59 |91/,, 0,61/1,130) 7,37 |0,70 59,0 1,55 1,00 1,647 1,28 1,54 
~| — | — | — | 6,25 |0,91 52,4 1,59 1,08 1,620 1,36) ; 1,87 2,! 
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Tabelle V. 


B. Sinnreich: 


Nierenerkrankungen. 





A. Sg. | oF "p 
42 | 38/,, | 0,49 1,145 
33 | 8/54 0,79 1,198 

— | 0,38 1,106 
0,64 1,142 
0,76 1,202 
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Tabelle VI. 


0/9) GE. 


A./G.|/oG. *g0| 1a "Smax, 


"Se 


| | 
0,46 | 78,6/1,66 1,03 1 508 1,241 1,69 | 
0,87 | 53,6|1,58 0,991 610 et 1,75 | 
0,56 | 64,0 | 1,57 1,02 1,521) _ | 1,74 
0,70 | 58,8 1,51 0,77 1,877 1 37) 1,81 | 
0,50 | 66,8 1,55 1,56 1,598 1,48 2,26 | ¢ 


6,97 
7,02 
6,90 
9,45 
4,64 


Diabetes mellitus. 





A. Sg. | %F. 


49; - 
= 1439 | 1,07 
1 oles | 0,97 | 

5 54119) 0.78 | 
53 | 0,50 


Tabelle VII. 


1,011 
1,358 
1,155 
1,212 
1,104 


Np | % GE. A/G. 


Mechanische 


0G. *ge | *a "Se Na Ng 
1,63 1,80 
2 | 2,03 (2,94 
) 1,63 1,70 
1,61 1,70 
1,62 1,90 


7,47 
6,80 
6,85 
6,89 
7,51 


0,53 
0,73 
1,06 
0,60 
0,61 


65,5 |1,51 0,921 7 
58,9 1,45 0,94 1,7 
48,6 1,55 1,01 1,66 
62,7 1,50 '0,97 1,64 
62,2 1,54:0,92 1,742 1,30 1,84 


7 
5 


5 
5 
5 
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1,3 
1,3 
1,3 
1,3 
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A.| Sg. %pF. 


46 _ 
52 0,70 
23 | 3/g | 0,35 
42, — 0,51 
56, — 0,76 
54 51/99 0,88 
s15, 0,64 
sf Odd 
0,75 


1,115 
1,149 
1,042 
1,101 
1,152 
1,180 
42 1,126 
47 1,118 
77 1,154 


Tabelle VIII. Parenchymatoéser Ikterus. 


4 1, 


A | ‘Se "a 


i. A./G.) 9G. *Se | "Smax ‘ 
1,97 
1,85 
2,09 | 
1,75 
1,81 
1,80 
1,82 
1,71 
2,14 
1,83 
1,87 


7,50 (0,99 
7,42 (0,96 


50,4 1,51 0,94 1 750 1,28) 
51,1 /1,52 0,96 1,712 1,29 
6.55 |0,83 54.5 1,55 1,03 1.795 1,21| 
7,96 |0,89 53,0 1,52 0,86 1,740 1,28, 
6,46 |0,76,56,7 1,65 /1,05 1,572 1,31 
8,30 |0,83 64,5 1,46/0,81 1,855 1,31, 
8,06 | — 1,56 0,88 1,740 1,28) 
8,80 0,73 57,7 1,510,80 1,695 1,24) 
6,71 0,56 64,2 1,46 0,97 1,932 1,46 
6,46 (0,69 59,2 1,53 1,03 1,618 1,31) 
7,04 0,98 51,8 1,49 0,92 1,702 1,31) 


a 
Se 


AIAaAIWwooc 
Ceowor qo 


CO <¢ 
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y 18 


ie, A. | Sg. > F. "1p 
F 61 10/,, 
42%, 
44 1/5 


0,29 1,052 
0,34 1,020 
0,79 1,183 
0,41 1,037 
; 44.117/,,,'0,23 1,073 
, 57 15/-- 0,48 1,075 
; 61 2/5, 0,68 1,147 


Tabelle IX. 


0/,GE. A./G.|0 


- *Se “A | "Se | "A "Smax 


- 


0,61 62,0 1,62 1,00 1,455 1,12 ; 1,60 
0,80 55,5 1,61 0,90 1,565 1,20| 1,60 
90 
9 


’ 


1,29 43,7 1,55 0,95 1,806 1,23) 1, 
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a a a 
eo. 
POD Oaow w 


He CO mm O00 6 He 0 


1,02 49,4 1,53.0,98 1,865 1, 37 2,09 

0,36 73,5 1,44 0,84 1,937 1,34) 2,10 | 
0,45 69,0 1,54 0,83 1,911'1,29) 1,81 | 
1,16 46,4 1,49 1,96 1,687 1,31) 1,90 
1,10 47,6 1,56 1,07 1,560 1,29) 1,81 | 
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6,38 
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macrinpeesrenten, 





sg. 0/9 F. ip 


0,49 1,104! 


0,34 | 1,051 
0,23 1,072 
0,59 1,125 





0/9GE. A. 1G. 0/0 G. ‘| | *36| “A "Se "A ik ‘Smax, “min iso 


| 1,65 (2,20 


Viskos 
Punkt 
allenfa 
Globul 


0, 76 56, 91,61 1,30 1 465) 1,26, 1, 85 | 
1,20 45,5 1,57.0,87 1,815 1,29 
0,92 52,2 1,54 1,07 1,578 1,32 1,95 
0,96 51,2 1,64 1,28 1,436 1,30, 1,81 


5.56 
8,28 
6,24 
5,37 


1,74 oo 
1,60 1,69 
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Tabelle X. Diverse. 





ty Ripe aig oD , , . | 
oF. Up %o GE. A/G. 0G. *ge *4A “ge | TA "Smax "min "iso 


Q 
Md 


'0,33 1,082 6,79 2,48 28,8 1,550.97 1,664 1,29 1,94 
0,78 1,114 1,13 46,9 1,57 0,91/1,724 1,27 
| — 1,028 6,50 0,90 52,6 1,55 1,04 1,781 1,38 2,; 
(0,40 1,055 7,27 0,75 57,1 /1,71.0,94 1,680 1,25 
0,39 1,022 7,55 1,03 49,3 1,44 0,92 1,770 1,30 
0,65 1,138 0,78 56,0 1,55.0,81 1,591 1,22 
9 0,38 1,078 6,06 0,76 56,8 1,58 1,09 1,440 1,25 
3/4, 0,82 1,204 7,42 10,33 75,0 1,51.0,91 1,584 1,25! 
0,28 1,078 6,88 |0,51 68,1 1,70 1,09 1,345 1,18 
0,35 1,059 7,56 0,84 54,5 1,55.0,94 1,690 1,29 1,86 
0,83 1,246 7,94 0,84 54,3 1,55 0,88 1,605 1,24! 1,50 
0,32 1,099 0,87 53,5 1,55 0,92 1,546 1,22) 1,67 1,35 1,45 
0,66 1,113 7,60 (1,24 44,8 1,54 0,91 1,555 1,24) 1,66 38 1,43 
0,32 1,051 7,32 0,79 55,8 1,59 0,83 1,622 1,25) 1,7 38 |1,42 
0,26 1,067. 6,42 0,50 66,8 1,60 1,08 1,500 1,27 1,70 9 11,52 
0,30 1,077 6,75 0,92 52,2 1,54 1,01 1,476 1,25) 1,69 1.46 
0,61 1,130 7,37 0,70 59,0 1,55 0,94 1,647 1,28) 1,80 1,54 1,72 
0,18 1,035 843 —  — 1,540,841,8701,29) 1,90 1,64 2.61 
0,40 1,093 7,67 — — 1,550,91 1,623 1,26) 1,71 511,75 
a — 6,44 0,71 58,5 1,53 1,03 1,526 1,28) 1,79 D9 1,58 
Se FE 8,12 0,94 51,6 1,64 0,92 1,712 1,24 1,67 1,39 1,5: 
a ~ 6,38 1,16 46,3 1,56 1,07 1,521 1,24) 1,82 
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Abb. 12. 
Viskositat im Séuremaximum vom A/GQ., Abb. 13 im isoelektrischen 
Punkt (anstatt A/GQ. % Globulin). In dieser Abbildung kénnte man 


allenfalls fiir niedrigere Viskositéten eine geringe Abhangigkeit vom 
Globulinanteil feststellen. Man betrachte die eingezeichnete Verteilungs- 





80 F. Eirich u. B. Simnreich: 


kurve der gezahliten Falle, welche iiber einer willkiirlich gewahlten 
Viskositaét von 1,6 (unterhalb der sich die meisten Normalfalle befinden) 
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Abb. 13*. 


liegen und deren Zahlen durch die Gesamtzahl der Fille im entsprechenden, 


um je 10% variierten Bereich an Globulinhundertteilen dividiert sind. via 
Geer oth sich ei 
* Bei Abb.13 sind die Zeichen fiir Herzfehler ——- und Diverse vy vertauscht ! einanc 
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Die Verteilung wird durch die Fille starker Flockung, welche ziemlich 
gleichmaBig auftreten, ausgeglichen, ist von der Héhe der gewahlten 


Grenzviskositét stark abhingig und auBerdem ist die Punktanzahl fiir 
eine Statistik noch zu gering. 
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A> 
Abb, 14, Abhingigkeit der Viskositét im Maximum der Siiurebindung von der Ausgangsviskositit. 
a) Bei konstanter Leitfihigkeit (Salzgehalt); b) allgemein. 


Viel starker als von der Gesamt- oder Globulinkonzentration ergibt 
sich eine Abhangigkeit der einzelnen Punkte der Viskositatskurve unter- 


einander. Bei Betrachtung der Abb. 14a und 14b und 15a und 15b 
Biochemische Zeitschrift Band 294. 


6 





82 F. Eirich u. B. Sinnreich: 


hat man deutlich den Eindruck, daB die Ausgangsviskositat 9, div 
Hohen der Maxima und Minima der Viskositétskurven wesentlich mit 
bestimmt. Dasselbe gilt viel weniger ausgepragt fiir den Zusammenhany 
mit der Viskositaétserhéhung im isoelektrischen Punkt (Abb. 16). 











ims bei der Riicktitration der zugefiigten Siiure von der 
unter OS 
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Abb. 16. 


Besprechung der Ergebnisse. 


zu wen 

Wenn wir bei der Besprechung der Ergebnisse beim letzten Befun« wahret 
anschlieBen, so ist also die Héhe der Ausgangsviskositaten, d.i. der Solvat. 
unbehandelten Sera, wie viele Autoren vermutet haben, tatsachlic!i pathol 
ein MaBstab fiir die Labilitét oder Reaktionsfaihigkeit der Serum- viskosi 
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proteine. Nur sind die Unterschiede in Anbetracht der komplizierten 
Verhaltnisse zur Aufstellung von Beziehungen zu anderen Eigenschaften 
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13 73 f 15 
ion 
Abb. 16. Abhingigkeit der Viskositiét im isoelektrischen Punkt der Riicktitrationskurve von der 
Ausgangsviskositat (das Zeichen fiir ,,Diverse’‘ ist hier versehentlich Y). 
zu wenig systematisch und zu klein. Durchlaufen aber die Serumproteine 
wahrend unserer Messungen die ganze Skala der méglichen Ladungs- und 
Solvatationsstadien usw., so wird den konstitutiven oder kolloidchemischen 
pathologischen Anderungen, welche bereits die Erhéhung der Anfangs- 
viskositat oder die Anderungen des ,,Lésungszustandes‘‘ bedingen, 
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Gelegenheit zu charakteristischen Reaktionen geboten. An solchen 
gelangen mit unserer Methodik zur einwandfreien Beobachtung: eine 
Uberhéhung des normalen Viskositétsmaximums im Optimum der 
Sauren- oder Laugenbindung, in vielen Fallen eine Zunahme dieser 
Bindungen und schlieBlich das Auftreten einer mehr oder weniger aus- 
gepragten Denaturierung durch verdiinnte Saure. 

Die Frage nach den diesen Reaktionen zugrunde liegenden Mecha- 
nismen oder konstitutiven Eigenschaften ist aufs engste mit derjenigen 
nach der Natur der Viskositaétsabhingigkeit der Proteine vom py und 
nach dem Wesen der Denaturierung verkniipft. Uber beide ist zur Zeit 
trotz vieler Bemiihungen und interessanter Teilergebnisse nichts Sicheres 
bekannt. Es erscheint deshalb nicht gerade aussichtsreich, dem Ver- 
stindnis des Lésungszustandes von dieser Seite naherzukommen. 
Dennoch glauben wir, in der Kombination unserer Resultate mit 
einigen hierher gehérigen anderer Autoren eine Méglichkeit zu sehen, 
zumindest in der Richtung einer neuen Arbeitshypothese weiterzu- 


kommen. 

Das Bild, das man sich heute von dem EinfluB der ionischen Auf- 
ladung auf die Viskositaét der Serumproteine machen kann, 1aBt sich 
am besten durch folgende Argumente kennzeichnen: Wegen der be- 
trachtlichen Leitfahigkeit und sehr kleinen Teilchenradien kommen 
elektroviskose Effekte nicht in Frage; ebensowenig nach den Ver- 


suchen von Béhm und Signer (21) namhafte Gestaltsinderungen mit 
dem py. Hydratationszunahme durch die einsinnige Aufladung konnte 
H. Weber (28) ausschlieBen. Auch Dissoziation, die nach Svedberg (29) 
bei Seralbumin auftreten kénnte, fiihrt nach Linderstrém-Lang (30), 
Haugaard (31) u.a.! zum Absinken der Viskositaét, auBerdem besteht 
gerade in der Reihe Ovalbumin, Seralbumin und Pseudoglobulin, also 
mit steigendem Molekulargewicht, ein Viskositatszuwachs im Bindungs- 
optimum. Gegen eine Assoziation spricht u.a. die Maximumbildung. 
So bleibt allein die Annahme einer isotropen Teilchenaufweitung ohne 
ernste Einwainde bestehen. In Kombination der Anschauungen von 
Loeb, K.H. Meyer, Pauli und Ettisch und Schulz muB man sich dabei 
vorstellen, daB beiderseits der isoelektrischen Reaktion wie an der 
Oberflache, so auch die im Innern des vernetzten Knauelmolekiils 
liegenden, zwitterionischen Bindungen durch die eindringende Saure 
oder Lauge in einsinnig geladene Gruppen umgewandelt werden. Das 
durch Brownsche Bewegung, Valenzbindungen und Adsorptionskrifte 
bestimmte Knauelvolumen wird nun durch die elektrostatische Ab- 
stoBung und das von den Gegenionen eingeschleppte Hydratwasser 


1 Auftretende Maxima durch Koagulation infolge Ausscheidung 
unléslicher Zwischenprodukte bei einem peptischen Abbau ausgenommen. 
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bedeutend vergréBert, das Volumen der dispersen Phase dadurch 
vermehrt und die Viskositat gesteigert. In dieses Bild lassen sich unsere 
Befunde zwanglos einfiigen: die durch die erhéhte Bindungskapazitat 
angezeigte Mehrzahl reaktionsfaihiger Gruppen der pathologischen 
Serumproteine muB den geschilderten Effekt verstaérken. Eine einfache 
Rechnung zeigt, daB eine mittlere Abstandsinderung der Hauptvalenz- 
ketten von 1 bis 1'/, A geniigt, um das Volumen zu verdoppeln und, 
wegen der nicht linearen Beziehung, die Viskositét noch mehr zu 
erhéhen. 

Bemerkenswert an den Denaturierungsvorgingen bei der Saure- 
einwirkung, als Ursachen der ViskositaétserhGhungen im zweiten iso- 
elektrischen Punkt, sind die kurze Zeitdauer, die geringe Saurekonzen- 
tration, die zu beobachtenden Verschiebungen der py-Kurve vor der 
Flockung und ebenso die des isoelektrischen Punktes. Dagegen wird die 
Lage des Aquivalenzpunktes nicht verandert. Es scheint also, daB die 
Saure hier nicht unmittelbar auf das EiweiBmolekiil wirkt, sondern daB 
im sauren Milieu eine Veranderung der EiweiSmolekel selbst vor sich 
geht, welche nach Zuriickfiihrung in den zwitterionischen Zustand ent- 
weder eine Rekristallisation innerhalb des Teilchens oder eine verstarkte 
Wechselwirkung der Teilchen untereinander verursacht. 

Wenn diesen schematisierten Hilfsvorstellungen auch keine allzu 
groBe Realitat beigemessen werden darf, so zeigen sie doch noch weiter 
einen Weg zur Erklarung der Abb. 16 und 17. Nach diesen hangt die Vis- 
kositat im isoelektrischen Punkt von derjenigen im Sauremaximum nicht 
anders als von der Anfangsviskositaét ab. Darausfolgt, dab die pathologi- 
schen Molekiile schon vor der Reaktion mit Séure verandert vorliegen und 
die vermehrte Bindungsfahigkeit ent weder durch einen erhéhten Gehalt der 
Molekiile an Diamino- und Dicarbonsauren hervorgerufen sein diirfte oder 
durch eine Lésung von Seiten- oder Hauptvalenzbindungen, welche eine 
schwichere Verkniipfung der Polypeptidketten verursacht. Ahnliches 
haben schon Michaelis (23), K.O. Pederson (32), B. M. Hendrix (33), 
Hopkins (34) u.a. fiir denaturiertes Protein vermutet. Wegen der 
Stabilitat im ersten isoelektrischen Punkt darf aber die gefundene 
pathologische Veradnderung nur als sehr geringe Lockerung an- 
gesehen werden, welche die Saureeinwirkung erleichtert. Aus dem- 
selben Grunde kann die von Anson und Mirsky (35) und Loughlin und 
Lewis (36) untersuchte Viskositétszunahme von Lésungen _hitze- 
denaturierten Eialbumins in Séure mit der von uns nach Saurezusatz 
festgestellten in keinem direkten Zusammenhang stehen. 

Hohe Ausgangsviskositaét, ViskositatsiibererhGhung im Séaure- 
maximum und Instabilitét im zweiten isoelektrischen Punkt waren 
demnach nicht Ursache und Wirkung, sondern verschiedene Folgen 
einer pathologischen Konstitutionsverinderung, die [s. auch Astbury 
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und Lomax (37)| selbst als Vorstufe einer Denaturierung zu deuten 
ware. Demgegeniiber stehen unsere allerdings vereinzelten Beob- 
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Abb. 17. 


achtungen, daB weitgehende Sauredenaturierungen auch bei niedrigen 
Ausgangsviskositaten auftreten. Zur Erklarung kénnen vielleicht die 
Ergebnisse Svedbergs (29) dienen, dab elektrochemisch ganz gleichwertize 
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Molekel verschiedenes Molekulargewicht haben kénnen und umgekehrt. 
Hierher gehért, daB Mac Farlane (38) in pathologischen Seris das 
Auftreten neuer Sedimentationskonstanten neben den bekannten 
Werten festgestellt hat. Endlich darf man trotz der Ahnlichkeit mit dem 
Verhalten der reinen fraktionierten Serumproteine den komplexen 
Charakter des nativen Serums nicht tibersehen, durch welchen es auBer- 
ordentlich schwierig ist, bestimmte Reaktionen gerade den Albuminen 
oder den Globulinen, ganz abgesehen von den méglichen Unterfraktionen, 
zuzuteilen. Die so geringe Abhangigkeit unserer Befunde vom A/GQ. 
sprache dafiir, daB in pathologischen Fallen nicht nur die von A. Fischer 
festgestellte Saurelabilitat der Globuline (42) erhéht wird, sondern auch 
eine solche der Albumine hinzutritt. 

Auch fiir die klinische Seite unserer Untersuchungen glauben wir 
auf eine Reihe von Tatsachen als bemerkenswert hinweisen zu kénnen. 
Danach kann es keinem Zweifel unterliegen, dab es qualitative Diffe- 
renzen der SerumeiweifSkérper bei Krankheiten gibt’, und zwar be- 
sonders pathologische Globuline. Obzwar starke Abweichungen von 
der Norm bei den divergentesten Krankheitsgruppen nachzuweisen 
sind, sind die Anderungen bei den parenchymatésen Leberleiden be- 
sonders haufig. Das heiBt also, da die bei den parenchymatésen Er- 
krankungen bekannte Instabilitat der EiweiBk6rper, die sich auch im 
Auftreten der eingangs erwahnten Fallungsreaktionen auBert und von 
den meisten Autoren auf Verainderungen des A/GQ. bezogen wurde, 
durch qualitative Veranderungen zumindesten stark mitbedingt ist'. 
Dieses Ergebnis steht mit den Angaben von Kaunitz (8) (39) in guter 
Ubereinstimmung. Weiterhin ist fiir den Kliniker vielleicht die Beob- 
achtung nicht uninteressant, daB die kolloidchemischen Eigenschaften 
der Serumproteine im nativen Serum prinzipiell die gleichen wie die an 
isolierten Proteinen gewonnenen sind, daB also fiir die Untersuchung 
des Stabilitatszustandes der Serumproteine die biologisch vorkommenden 
molekulardispersen Substanzen von geringerem EinfluB sind. Endlich 
erscheint es nicht aussichtslos, die von uns gefundene, pathologisch 
erhéhte Denaturierbarkeit des Serums durch verdiinnte Salzsaure 
diagnostisch auszuwerten. 


Zusammenfassung. 


Es wurde versucht, Unterschiede zwischen den EiweiBkérpern 
im Serum Normaler und Kranker durch physikochemische Methoden 
festzustellen. Dazu wurden von jedem einzelnen Patienten in 140 Fallen 
Messungen der Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit, der Viskositat 


1 Wahrend der Korrektur erhalten wir noch Kenntnis von der Arbeit 
von J. Glass (43), welcher an dialysierten Serumfraktionen beziiglich der 
Erhéhung der Reaktionsfahigkeit zum selben Ergebnis kommt. 
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des Plasmas und des Serums und der Verdiinnungen derselben 
weiter der Leitfahigkeit, des py, der potentiometrischen, kondukto 
metrischen und viskosimetrischen Titrationskurven bei Saure- und 
Laugenzusatz und schlieBlich Bestimmungen des Fibrinogen-, Gesamt- 
eiweiB- und Reststickstoffgehalts sowie des Albumin-Globulinquotienten 
des Serums ausgefiihrt. 

An Besonderheiten wurden Unterschiede im Verhalten des Fibri- 
nogens und der iibrigen Serumproteine betreffs des allgemeinen Verlaufs 
ihrer Viskositaétskonzentrationsfunktion und deren Aufspaltung in 
pathologischen Fallen gefunden. Weiterhin geht die Saure- und Laugen- 
bindung wie die Viskositatserh6hung in ihrem Maximum in pathologischen 
Fallen in der Regel iiber diejenige von Normalfallen hinaus. Salzsaure 
in héherer Konzentration als 10-?n bewirkt in pathologischen Fallen 
eine merklich gesteigerte Denaturierung. Diese Erscheinungen, welche 
bei den meisten Krankheitsgruppen angetroffen werden kénnen, sind 
bei den parenchymatoésen Lebererkrankungen anscheinend am haufigsten. 
Der fiir die Viskositat der Serum-Eiwei8kérper verantwortliche Lésungs- 
zustand, welcher diskutiert wird, diirfte von den molekulardispersen 
Lésungsgenossen nicht unmittelbar beeinfluBt werden. 
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Das ammoniakalische Spektrum des Sterkobilins 
und Urobilins und seine Beziehungen zur Konstitution 
bilirubinoider Farbstoffe. 

Von 
L. Heilmeyer, H. Geiger und R. Schultze. 

(Aus der Medizinischen Universitatsklinik Jena.) 
(Eingegangen am 23. August 1937.) 

Mit 2 Abbildungen im Text. 


Rein auBerlich gesehen scheint das Urobilin trotz seiner nahen 
chemischen Verwandtschaft vom Gallenfarbstoff sehr verschieden zu 
sein. Wahrend letzterer keine Metallsalze bildet und bei einfacher 
spektroskopischer Betrachtung keine umschriebene Absorption er- 
kennen laBt, bildet das Urobilin Metallsalze und ist durch scharfe 
Absorptionserscheinungen gekennzeichnet. Schon seit Ja/fé (1) ist das 
Spektrum des ,,sauren‘‘ Urobilins mit seiner scharfen Bande bei 490 wu 
und das des alkalischen Urobilins mit seinem Streifen bei 510 uu 
bekannt. Schon Saillet (2) und ebenso Garrod und Hopkins (3) haben 
darauf hingewiesen, daB es auBer diesen beiden Formen eine Zwischen- 
form (ammoniakalische Form oder Form C des Urobilins nach Saillet) 
gibt, welche keine scharfe Absorption bei spektroskopischer Betrachtung 
erkennen 1aBt. 

Nachdem 1931 Heilmeyer (4) fiir das Bilirubinspektrum nachweisen 
konnte, daB es sich dabei keineswegs um eine Endabsorption, sondern 
um eine wohlumschriebene Absorptionsbande mit einem Maximum bei 
450 uu handelt, haben Heilmeyer und Rudert (5) 1933 auch fiir 
das ammoniakalische Urobilin nachweisen Kénnen, daB dabei ein 
ahrilicher Absorptionsverlauf vorliegt wie beim Gallenfarbstoff. Der 
Ausdruck ,,ammoniakalisches Urobilin‘’ wurde von uns deswegen 
gewahlt, weil diese Zwischenform am leichtesten in verdinnter ammo- 
niakalischer Lésung erhalten werden kann. Sie ist allerdings sehr labil. 
Durch die geringste Verunreinigung, vor allem durch Schwermetall- 
ionen, fiihrt sie in das bekannte alkalische Spektrum mit dem Streifen 
bei 510 wu tiber. Wesentlich erscheint, daB jede Umwandlung des 
sauren in das alkalische Spektrum iiber diese Zwischenform verlauft 
und da8 diese Zwischenform auch bei neutraler oder sogar schwach 
saurer Reaktion erhalten werden kann. Bei peinlicher Sauberkeit des 
Arbeitens und Verwendung reinster Reagenzien kann diese Form auch 
konstant erhalten werden. 

Nachdem nun in der Zwischenzeit von C. 1. Watson (6) am Institut 
von Hans Fischer und spaiter durch Heilmeyer und Krebs (7) das Stuhl- 
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urobilin (== Sterkobilin) kristallisiert erhalten werden konnte, so war 
es dadurch méglich geworden, die AbsorptionsgréBen dieses kristalli- 
sierten Sterkobilins quantitativ zu erfassen und die Absorptions- 
konstanten der ammoniakalischen Zwischenform mit denen anderer 
bilirubinoider Farbstoffe zu vergleichen, woriiber im folgenden kurz 
berichtet werden soll. Wenn auch die vorliegenden Untersuchungen 
nur mit kristallisiertem Sterkobilin durchgefiihrt worden sind, so gelten 
sie ebenso fiir Urobilin, das sich ja nach den neuesten Untersuchungen 
von Hans Fischer (8) und seinen Mitarbeitern durch das Fehlen der 
optischen Aktivitét vom Sterkobilin unterscheidet. Der Absorptions- 
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Abb, 1. Absorptionsspektren (typische Farbkurven) einer ammoniakalischen Sterkobilinlésung 
(links) und einer Bilirubinlésung in Chloroform (rechts). Konzentration beider Lésungen 10 mg 
in 100 cem. 


verlauf der ammoniakalischen Form ist jedoch von uns fiir die beiden 
Stoffe identisch befunden worden. 


Abb. 1 zeigt die Absorptionskurve (typische Farbkurve) einer 
Lésung von 10 mg Sterkobilinchlorhydrat (von Heilmeyer und Krebs 
aus haimolytischem Ikterusstuhl kristallisiert gewonnen) in 100 ccm 
einer 1 % igen Ammoniaklésung (konz. Ammoniak 1: 100). Der sicht- 
bare Anteil des Spektrums wurde mit dem Spektralphotometer von 
Kénig und Martens, der ultraviolette Anteil mit dem Zeissschen Quarz- 
spektrographen mit Hiifnerprisma nach der Methode von Scheibe auf- 
genommen [Methodisches siehe bei Heilmeyer (9), Medizinische Spektro- 
photometrie]. Daneben ist die Absorptionskurve des Bilirubins bei 
gleicher Konzentration in Chloroform aufgenommen. Eine alkalische 
Bilirubinlésung wurde deshalb vermieden, weil das Bilirubin darin 
durch rasche Oxydation zu unbestandig ist. Der Kurvenverlauf ist 
jedoch derselbe wie im Chloroform, lediglich das Maximum ist bei 
alkalischen Lésungen nach dem kurzwelligen Teil etwas verschoben. 
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Ein Blick auf die beiden Kurven zeigt die groBe Ahnlichkeit im Verlaui 
Beide Farbstoffe zeigen nach einem steilen Anstieg ein breites Maximum 
bei etwa 450 wu und fallen dann gegen das Ultraviolett zu ab, um beim 
Sterkobilin bei etwa 290, beim Bilirubin bei etwa 240 wy ein Minimum 
zu erreichen, und dann gegen das weitere Ultraviolett zu wieder anzu- 
steigen. Abgesehen von dieser verschiedenen Lage des Minimums liegt 
der Unterschied zwischen den beiden Kurven in der héheren Gipfellage 
des Bilirubins. Im Gegensatz zum ,,sauren‘* und ,,alkalischen Spek. 
trum zeigt also der Kurvenverlauf des ,,ammoniakalischen Spektrums* 
eine groBe Ahnlichkeit mit dem 

verwandten Gallenfarbstoff. 

: Diese tritt noch mehr bei Be. 
ees oo ee ca trachtung der quantitativen Ver- 
26 el See ee kL haltnisse und beim Vergleich mit 
gr anderen bilirubinoiden Farb- 
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Technik der Kurvenaufnahme ist 
dieselbe wie oben geschildert. 
Abb. 2 zeigt die Absorptions- 
kurven der vier bilirubinoiden 
Farbstoffe aufeinander gezeichnet 
bei gleicher Konzentration. Man 
erkennt den nahezu gleichen Verlauf der Kurve des Bilirubins, des 
Mesobilirubins und der Xanthobilirubinsiure. Die Neoxanthobili- 
rubinsdéure ist nicht mit eingezeichnet. Sie verliuft ebenso wie die 
Xanthobilirubinsiure, nur um 10 wy nach rechts verschoben und zeigt 
auBerdem einen geringen Vorgipfel bei 500 uu. Der Gipfelpunkt bei 
400 wu liegt jedoch ebenso hoch, wie der der drei anderen genannten 
Farbstoffe. Wie schon A. Stern und Hans Wenderlein (10) am Institut 
von Hans Fischer festgestellt haben, ist die Farbe der Dipyrrylmethene. 
bei denen also zwei Pyrrolkerne durch eine Methinbriicke verbunden sind, 


Abb. 2. Absorptionskurven des Bilirubins (1), 

das Mesobilirubins (11), der Xanthobilirubin- 

sdure (III) in Alkohol und des Sterkobilins 

in 1°/, Ammoniak (IV). Konzentration 
10 mg-9/9. 
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durch den Pyrroleninkern bedingt. Wie aus unserer Abb. 2 hervorgeht, 
ist es fiir die GroBe der Lichtextinktion im Maximum gleichgiiltig, ob 
die Dipyrrylmethene als getrennte Molekiile in Form der Xantho- 
bilirubinsaure oder Neoxanthobilirubinsiure oder zu einem Tetra- 
pyrrolfarbstoff vereinigt wie beim Bilirubin oder Mesobilirubin in 
Lésung sind. Eine genauere Aussage dariiber erlaubt die Betrachtung 
der molaren Extinktionskoeffizienten. Diese wurden von uns wie 
folgt gefunden: 





7 / . 
E not. A max. 


RUE hh rs ees ig asia 2th ue ten pa Ge 55,8 . 108 0,0000105 
MOMGMIIRMNEY 5 oe es we eae 0,000 009 3 
Xanthobilirubinsture .... bigs ogy ane SRcae 0,000010 

Neoxanthobilirubinsiure ........... +) 29,5.10° 0,000 009 8 
Sterkobilin (Urobilin) ammoniakalisch . . . . . | 27.108 0,000 023** 


C 
* Ammose = Absorptionsverhiiltnis (4 z) im Maximum der Lichtabsorption. 


** Mittelwert aus drei Bestimmungen 


Vergleicht man die aquimolaren Konzentrationen, so sind die 
Extinktionen wie zu erwarten, beim Bilirubin und Mesobilirubin, die 
je zwei Pyrroleninringe enthalten, annahernd doppelt so hoch wie die 
der Xanthobilirubinsiure und der Neoxanthobilirubinsiure, die nur 
einen Pyrroleninkern enthalten. Auf Grund dieser Feststellungen miiBte 
dem Sterkobilinmolekiil ebenfalls nur eine Doppelbindung mit 
einem Pyrroleninkern zukommen. Wenn die Ubereinstimmung nicht 
ganz genau ist, so kann das einerseits an der Fehlerbreite der photo- 
metrischen Messung liegen, andererseits an der Schwierigkeit, ganz 
reine und unveranderte Lésungen von Bilirubin und ammoniakalischem 
Sterkobilin zu erhalten. 

Der Absorptionsverlauf des ammoniakalischen Sterkobilins stimmt 
also ausgezeichnet zu der Struktur, die dem Sterkobilin von Hans 
Fischer (11) und seinen Mitarbeitern mit guten Griinden zugrunde 
gelegt worden ist, und zur Struktur des Urobilins, die von W. Siedel 
und E£. Meier (12) durch Synthese bewiesen wurde. Es erhebt sich 
aber die Frage, warum das Urobilin in anderen Lésungsmitteln ein so 
vollig anderes Spektrum aufweist bzw. so leicht in ein anderes Spektrum 
iibergeht. Méglicherweise spielen hierbei Tautomerien eine Rolle. Doch 
kann diese ganze Frage nur durch eine systematische Untersuchung 
aller durch Hans Fischer und seine Schiiler inzwischen dargestellten 
und in ihrer Struktur gesicherten bilirubinoiden Farbstoffe geklart 
werden. A. Stern (13) und Mitarbeiter haben dazu am Hans Fischer schen 
Institut in ihren Studien iiber die Lichtabsorption der Porphyrine bereits 


» eine wichtige Arbeit geleistet. 
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Zum SchluB seien noch zwei Analysenwerte von kristallisierte:, 
Sterkobilin mitgeteilt, das Heilmeyer und Krebs aus Stuhl von hamo 
lytisch Ikteruskranken kristallisiert gewonnen haben. Die friiher mit- 
geteilten Daten (7) sind von Praéparaten gewonnen worden, welche 
durch Auskristallisieren aus Chloroform erhalten wurden und deshal} 
unsicher sind, weil Kristallchloroform in unbekannter Menge vielleicht 
eingeschlossen war. 


Priparat 1. Sterkobilinchlorhydrat aus Essigester auskristallisiert und 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet: 62,3 °, C, 7,3°, H, 8,7°, N, 5,5°, Cl. 
Das Ergebnis entspricht der Summenformel C,;Hy,N,O,Cl. 

Praparat 2. Freies Sterkobilin: 64,4°, C, 7,97°, H, 9,25°, N. Das 
entspricht der Summenformel: C,;H,,N,40,. 


Bei der Annahme, da®B das Priparat 2 vielleicht noch Kristall- 
wasser enthielt, ergibt sich fiir das Sterkobilin auf Grund der beiden 
Analysen als wahrscheinlichste Summenformel: C,,;H,,N,0,;, was mit 
den von H. Fischer, Halbach und Stern (8) u. (11) gefundenen Ergeb- 
nissen tibereinstimmen wiirde. 
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Uber den Kohlenhydratgehalt der Hautproteine. 
V. Mitteilung zur Kenntnis des Kollagens'. 
Von 
W. Grassmann, J. Janicki?, L. Klenk und F. Schneider. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Lederforschung in Dresden.) 
(Eingegangen am 26. August 1937.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


In einer friiheren Arbeit (IT. Mitteilung) wurde mit der quanti- 
tativen Orcinreaktion von M. Sdrensen und G@. Haugaard® festgestellt, 
daB der in der Haut befindliche Zucker im wesentlichen dem Faser- 
kollagen in fester Bindung angehért. Es handelt sich nach den er- 
haltenen MeBergebnissen um Glucose und Galaktose im Verhialtnis 1 : 1, 
weshalb der Zucker kurz als ,,Lactose‘‘ bezeichnet wurde, ohne dab 
damit tiber die Bindungsverhiltnisse etwas ausgesagt werden sollte. 
Mit der Orcinreaktion werden aber nur Zucker erfaBt und nicht die 
Aminozucker, die in vielen Proteinen zusammen mit den Zuckern 
vorkommen. Fiir die in Angriff genommene Anreicherung und weitere 
Bearbeitung des Zuckeranteils war es daher wichtig, zu wissen, ob dem 
Kollagen auch Aminozucker angehéren. 

Zur Bestimmung von Aminozucker (Glucosamin und Chondros- 
amin) stehen im wesentlichen zwei Methoden zur Verfiigung, die beide 
auf der Farbreaktion von Dimethylaminobenzaldehyd (Ehrlich s Reagens) 
mit pyrrolartigen Kondensationsprodukten aus substituierten Amino- 
zuckern beruhen. Bei der Methode von Zuckerkandl und Messimer- 
Klebermass* wird das Glucosamin zuerst acetyliert und dann zum 
Pyrrolderivat kondensiert, wahrend Zlson und Morgan ® das Glucosamin 
durch Behandeln mit Acetylaceton direkt in ein Pyrrolderivat iiber- 
fiihren. Die letztere, an sich einfachere Methode lat sich aber nach 
Boyer und Fiirth® in Gegenwart von groBen Mengen EiweiShydrolysat 
nicht durchfiihren’. Fiir unsere Zwecke waren wir also auf die etwas 


1 |. Mitteilung: W. Grassmann u. O. Lang, diese Zeitschr. 269, 211, 1934; 
II. Mitteilung: W. Grassmann u. H. Schleich, ebenda 277, 320, 1935; ILI. Mit- 
teilung: W. Grassmann u. K. Riederle, ebenda 284, 177, 1936; IV. Mitteilung: 
W. Grassmann, J. Janickiu. F. Schneider, Stiasny-Festschrift Darmstadt 1937, 
8.74; siehe auch W.Grassmann, Koll. Zeitschr. 77, 205, 1936. — ? Stipendiat 
des Fundusz Kultury Narodowy in Warschau. — * Diese Zeitschr. 260, 
247, 1933; 269, 271, 1934. — 4 F. Zuckerkandl u. L. Messimer-Klebermass, 
ebenda 236, 19, 1931. — ° L. A. Elson u. W. T. J. Morgan, Biochem. J. 27, 
1824, 1933. — ® R. Boyer u. O. Fiirth, diese Zeitschr. 282, 242, 1935. — 
’ Fiir manche EiweiBstoffe scheint die Methode nach den Ergebnissen von 
G. Blix, Zeitschr. f. physiol. Chem. 240, 43, 1936; O. Karlberg, ebenda 240, 
55, 1936; I. Nilson, diese Zeitschr. 285, 386, 1936, doch gute Resultate zu 
liefern. 
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umstandlichere Methode von Zuckerkandl und Messimer angewiesei, 
die nach einiger Modifikation gute und reproduzierbare Resultate ga), 


Wir fanden, daB es neben der Beachtung der von den Autoren vor. 
geschriebenen Regeln besser ist, eine gréBere Menge Alkohol nach 
der Acetylierung und vor dem Aufkochen mit KOH zuzugeben, da 
dadurch eine erhebliche Vertiefung der Rotfarbung und damit eine 
Empfindlichkeitssteigerung der Reaktion erzielt wird. Die auftretende 
Farbung ist dann auBerdem iiber viel lingere Zeit bestandig ; sie erreicht 
ihr Intensitatsmaximum erst zwischen 30 und 45 Minuten, was fiir die 
Messung bequemer ist. Reproduzierbare Ergebnisse kénnen weiterhin 
nur erzielt werden, wenn Reihenfolge der Zugaben, Zeitdauer der ein- 
zelnen Manipulationen usw. genau festgelegt sind. AuBerdem mut 
wihrend der eigentlichen Farbreaktion die Temperatur konstant 
gehalten werden, da nur dann innerhalb einer bestimmten Zeit dieselbe 
Farbtiefe gemessen werden kann. Die Ubertragung auf das Stufen- 
photometer macht die Untersuchungen auBerdem noch bequemer und 
genauer. Wir verfuhren nach folgender Arbeitsweise : 


Kine 0,5 bis mg Glucosaminchlorhydrat enthaltende Lésung wurde in 
einem kleinen Glasschalchen auf dem Wasserbad zur Trockene verdampft. Zu 
dem Riickstand wurden dann 1,5cem Natriummethylatlésung (5° Natrium 
zugegeben, die frisch hergestellt war (nicht alter als 2 Tage). Es wurde 
solange geriihri, bis Auflésung eingetreten war und dann unter Hiskiihhing 
0,5 g Essigsaureanhydrid zugetropft. 1 Minute nach Zugabe des Essig- 
saureanhydrids wurde 1 cem Wasser zugegeben, in ein Reagensglas gegossen, 
mit 1ecem und dann mit 0,3 cem Wasser nachgespiilt. Die Lésung wurde 
mit 5eem abs. Alkohol verdiinnt und danach 1 ccm 30°,ige NaOH zu- 
gegeben und sofort aufgekocht. Nach dem Aufkochen wurde sofort aus der 
Flamme genommen, 6 Sekunden gewartet und dann 2 Minuten in Eiswasser 
gestellt. Danach wurden 3cem Ehrlichs Reagens! zugegeben, durch- 
geschiittelt und vom ausgefallenen Kochsalz sofort abzentrifugiert. Nach dem 
Abzentrifugieren wurde in einen Thermostat mit 25 + 1/,° gestellt und 
nach genau 40 Minuten gemessen. Die Durchlissigkeit wurde im Zeiss-Stufen- 
photometer mit Filter §8,;, bestimmt gegen eine Blindprobe, die alle 
Reagenzien auBer dem Substrat enthielt. 





mg Glucosamin- ss — F | = 5 
Jorn sane or 0,5 1 1,5 2 2.5 3 36 | 4 4,5 


= ~ _ —-- _ r —— - — u _ 
Extinktion (S;3) 0,066 0,117 0,171) 0,225 0,292 0,347 0,371 0,438 0,485 0,525 


Die Punkte liegen alle auf einer Geraden, also ist in dem ganzen 
Bereich von 0,5 bis 5 mg sehr gut zu messen. 

Bestimmung in Gegenwart von EiweiBhydrolysat. Um die Brauch- 
barkeit der Methode zu priifen, wurden verschiedene Mengen Glucosamin- 


' 1,6 g Dimethylaminobenzaldehyd wurden in 60 cem Alkohol gelést 
und 60 ccm reine konz. HCl dazugegeben. 
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chlorhydrat zu 100mg EiweiBhydrolysat zugesetzt und gesehen, ob diese 
wiederzufinden sind. Dabei wurde festgestellt, daB die Farbung nur 
exakt meBbar ist, wenn das EiweiShydrolysat vorher mit Tierkohle 
entfarbt war. 

0,5, 1 und 3 mg Glucosaminchlorhydrat wurden zu entfarbtem Hydro- 


lysat aus je 100mg Kollagen zugesetzt und die Acetylierung und Be- 
stimmung genau so durchgefiihrt wie oben beschrieben. Gemessen wurde gegen 
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Abb. 1. Konzentrationskurve fiir Glucosamin. 


eine glucosaminfreie Blindprobe, die die gleiche Menge entfarbtes Kollagen- 
hydrolysat und saimtliche Reagenzien enthielt, nur mit dem Unterschied, 
daB das Essigsiureanhydrid, um eine Acetylierung zu vermeiden, erst nach 
der KOH-Zugabe zugesetzt wurde. 

Kollagenhydrolysat. 1 g trockenes, gereinigtes Kollagen wurde mit 10cem 
10% iger HCl 14 Stunden bei 100° im geschlossenen Kélbchen hydrolysiert, im 
Vakuum abgedampft, der Riickstand in wenig Wasser gelést und mit wenig 
Tierkohle entfairbt. Nach dem Filtrieren wurde auf 100 cem aufgefiillt und 
zur Bestimmung jeweils 10 ccm davon genommen. 


Acetyliertes Kollagenhydrolysat gab gegen die Blindprobe keine 
meBbare Farbung. Daf Glucosamin im Eiweifhydrolysat genau 
bestimmbar ist, zeigen folgende Zahlen: 





mg Glucosamincblorhydrat in 100 mg Hydrolysat 0,5 3 


Extinktion EB. 0,062 0,115 | 0,348 


Die Ubereinstimmung mit den Zahlen der Konzentrationskurve 
ist eine ausgezeichnete. 

Da Kollagenhydrolysat allein keine Farbung gibt, ist zu schlieBen, daB 
Glucosamin im Kollagen nicht vorhanden ist, héchstens nur in Spuren. 


Das Kollagen wird in der tierischen Haut noch von einigen anderen 
Proteinen begleitet. Im Verlauf der vorausgehenden Arbeit! hatten 


1 W. Grasemann, J. Janicki u. F. Schneider, 1. e. 
Biochemische Zeitschrift Band 294. 
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wir verschiedene EiweiBfraktionen, ein Albumin, ein Globulin und ein 
Mucoid isoliert. Zur weiteren Kennzeichnung dieser Proteine und um 
iiber die Kohlenhydratverteilung in der Haut AufschluB zu erhalten, 
wurde versucht, ihren Zucker- und Aminozuckergehalt zu bestimmen. 


Die Proteine wurden in Anlehnung an Me Laughlin und Theis! extra- 
hiert aus dem Mittelspalt einer Kuhhaut, der im Wolf zerkleinert war. Mit 
10°%iger NaCl-Lésung wurden Albumin + Globulin herausgelést und die 
beiden Proteine durch Dialyse in das wasserunlésliche Globulin und das 
lésliche Albumin getrennt. Nach der Kochsalzextraktion folgte ein Auszug 
mit halbgesattigtem Kalkwasser, wobei eine Mucoidfraktion erhalten wurde, 
aus der durch Fallen mit Essigsiéure das Mucoid isoliert werden konnte. 
Fiir die einzelnen Fraktionen wurden folgende Daten erhalten: 

Globulin: 0,24 ° des verwandten Mittelspaltes; 15,45°, N; 2,59°, Riickst. 
Albumin: 0,57°, ,, ” md 15,04°, N; 1,47° s 
Mucoid: 0,14°) ,, a * 10,65 °, N; 15,50°, oy 


Aminozuckerbestimmung in den Hautproteinen. 


Globulin. 200 mg wurden wie oben beim Kollagen beschrieben hydro- 
lysiert, entfarbt und auf 25cem gebracht. Davon wurden 4 und 8 ccm 
gemessen. Es lieB sich keine meBbare Extinktion feststellen. 


Albumin. Es wurden 200 mg wie beim Globulin hydrolysiert und be- 
handelt und auf 25 cem gebracht. Gemessen wurden davon 4 und 8 ccm. 


4 ccm (32mg) Es,, = 0,027, entsprechend 0,17 mg Glucosaminchlorhydrat 
8 ,, (64,, ) Hs,, = 0,064, oi? 0,50 ,, Hl 
Die kleine Extinktion ist schon an der Grenze der MeBbarkeit, daher wird 
der Wert 0,50 mg als der genauere einzusetzen sein. 0,50 mg Glucosamin- 
chlorhydrat entsprechen 0,41 mg Aminozucker, im Albumin sind also 
etwa 0,64°, Aminozucker enthalten. 


Mucoid. 300mg wie oben beschrieben hydrolysiert, behandelt und 
auf 25cem gebracht. Davon wurden 2 und 4ccm gemessen. 


= 0,0495, entsprechend 0,38 mg Glucosaminchlorhydrat 
4 ” (48 9 ) Es,, = 0,0925, ” 0,75 ” ” 

Der Mittelwert entspricht 0,755 mg  Glucosaminchlorhydrat, ent- 
sprechend 0,62 mg Glucosamin. Auf aschefreie Substanz (40,55 mg) be- 
rechnet ergibt dies einen Gehalt von 1,53°, Aminozucker im Mucoid. 


2 egm (24 mg) # 


S53 


Die Bestimmung der eigentlichen Zucker wurde wieder genau wie 
in unserer II. Mitteilung beschrieben nach der Methode von M. Sérensen 
und G. Haugaard (|. c.) durchgefiihrt. Da die zur Verfiigung stehenden 
Substanzmengen nur gering waren, haben wir uns damit begniigt, im 


wesentlichen die Menge der vorhandenen Zucker zu bestimmen. Die 


Art der Zucker konnten wir nicht exakt festlegen, aber aus den Ver- 


haltniszahlkurven waren doch gewisse Schliisse und Anhaltspunkte 


dariiber zu gewinnen. 


1G. D. Me Laughlin u. E. R. Theis, J. A. L. C. A. 19, 428, 1924. 
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Globulin. Die Werte fiir Globulin liegen ganz in der Nahe der Verhaltnis- 
zahlkurve fiir ein Gemisch Mannose und Galaktose = 1:1. Es diirfte daher 
in Analogie zu Befunden an anderen Globulinen anzunehmen sein, da 
im Globulin der tierischen Haut Mannose und Galaktose im annahernden 
Verhaltnis 1: 1 vorliegen. 

Albumin. Fiir das Albumin 30 
konnten nur zwei Punkte bestimmt 
werden, die ebenfalls in der Nahe 
der Verhaltniszahlkurve von Man- 
nose: Galaktose = 1:1  liegen. 
Allerdings kénnte hier auch noch 
Glucose in Frage kommen. Da 
aber bei verschiedenen Albu- 
minen schon Mannose und Galak- 
tose gefunden wurden, diirfte diese 
Annahme die  wahrscheinlichere 





Galakfose/Mommose 1:7 
— ucose .. 
; ‘ | —-— Lactose 
sein. : Se re tA ---Ga/akfose 

Mucoid. Die Verhaltniszahl- | | Hn Mucoid | 
kurve fiir das Mucoid deckt sich Globulin 
ziemlich mit derjenigen fiir Lac- x Albumin 
tose, es diirfte also anzunehmen 15 20 25 Min. 30 
sein, daB hier ein Gemisch aus Abb. 2. Verhiiltniszahlkurven. 
Galaktose und Glucose 1: 1 vor- 
liegt. 

Wenn auch die Art der Zuk- 
ker nicht exakt festgelegt werden « Glucose 
hema % 1 ™ solic ° Lactose 
onnte, so war es doch méglich, Golaktose/Mannose 1:1 
die Menge hinreichend genau zu 
bestimmen. Die Konzentrations- 
kurven der in Frage kommen- 
den Zuckerarten liegen namlich 
so nahe beieinander, daB prak- 
tisch kaum ein Unterschied bei ; 

a es i Abb. 3. Konzentrationskurven. 
den kleinen Konzentrationen her- Filter S;,, Kiivettenlinge 30 mm, Erhitzungs- 
soit 2 ‘ 
auskommt. sachets 























G05 0 220 030mg 


Zuckergehalt der Proteinfraktionen. 


Globulin: 6,76 mg; #, (20 Min.) = 0,491, entsprechend 0,15 mg Mannose 
/Galaktose 1:1; Zuckergehalt: 2,2°,. 

Albumin: 3,95 mg; £, (20 Min.) = 0,321, entsprechend 0,088 mg Mannose 
/Galaktose 1:1 oder 0,102 mg Glucose; Zuckergehalt: 2,2 bzw. 
2,6 %. 

Mucoid: 5,40mg; £, (20 Min.) = 1,108, entsprechend 0,35 mg Lactose; 
Zuckergehalt: 7,7°, (berechnet auf aschefreie Substanz). 

Kollagen: 23,7 mg; EF, (20 Min.) = 0,50 g, entsprechend 0,154 mg Lactose: 


Zuckergehalt: 0,65 °,. 


Auf Grund der in der folgenden Tabelle zusammengestellten Werte 
lassen sich also die aus der Haut isolierten Proteine chemisch von- 
einander unterscheiden. 





W. Grassmann, J. Janicki, L. Klenk u. F. Schneider. 





N-Gehalt der Art und Menge der Zucker 
wasserfreien i 
Substanz 


in %J 9 





Mannose Galaktose Amino- 
+ Galaktose + Glucose zucker 
Kollagen 17,92 . 0,65 | 
Globulin 15,45 y - | — 
Albumin 15,04 23 _ | 0,64 
Mucoid 10,65 - tsi 1,53 


* Die Striche bedeuten, dafi hier der Gehalt entweder0 oder unter der Empfindlichkeits- 
grenze der Methode ist. 


Obwohl in den einzelnen Fraktionen, wie z. B. der Mucoidfraktion, 
der Zuckergehalt nicht ganz unbetrachtlich ist, bleibt der Gesamt- 
zucker der Begleitproteine des Kollagens doch unwesentlich gegeniiber 
dem Gesamtgehalt des Kollagens, da alle Begleitproteine zusammen 
nur ungefahr 1 % der Eiwei8kérper der Haut ausmachen. Umgerechnet 
auf die Haut fallen auf die gesamten Begleitproteine nur ungefahr 
0,05 °% Zucker, wihrend auf das Kollagen iiber 0,6°% kommen. Wiirde 
man annehmen, da8 dieser Zuckergehalt des Kollagens der Beimischung 
eines noch nicht abgetrennten Begleitproteins zuzuschreiben ist, dann 
miiBte dieses Protein, bei einem dem Mucoid vergleichbaren Zucker- 
gehalt, ungefahr 10°, des Kollagens ausmachen; eine Annahme, die 
nach den bisherigen Ergebnissen nur wenig Wahrscheinlichkeit fiir 
sich hat. ” 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir er- 
gebenst fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit. 
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Die Wirkung der Milz auf das Verschwinden yon in die 
Blutbahn injiziertem Bilirubin. 


Von 
G. vy. Ludany und L. Sarkady. 


(Aus dem Institut f. allg. Pathologie der kénigl.-ungar. ,,Pazmany Péter*- 
Universitat in Budapest.) 


(Eingegangen am 30, August 1937.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Aus alteren Untersuchungen geht hervor, da der Milz bei dem 
Zustandekommen des Serumbilirubinspiegels eine wesentliche Rolle 
zugeschrieben werden muB. So wurde festgestellt, daf nach Milz- 
exstirpation der Bilirubingehalt des Serums von Kaninchen stark 
ansteigt. Ebenso wird der Serumbilirubinspiegel nach einer Milz- 
kontraktion erhéht, ganz unabhaingig davon, ob diese durch eine 
Adrenalininjektion oder durch eine physiologische, sympathische Er- 
regung, so z. B. Asphyxie bzw. Blutentnahme, hervorgerufen wird (1). 
Vor einigen Jahren hat sich der eine von uns mit Scholderer mit der 
Elimination des Bilirubins aus der Blutbahn von Kaninchen vor und 
nach Milzexstirpation beschaftigt; die Untersuchungen fiihrten aber 
zu keinem Ergebnis (2). Da die Bilirubinausscheidung bei den einzelnen 
Tieren sehr verschieden ist, konnten die erhaltenen Werte nicht ver- 
glichen werden. Dasselbe Versuchstier aber konnte wegen des verhaltnis- 
maBig groBen Blutverlustes nicht gleich auch als Kontrolle dienen. 
Auf Grund dieser Kenntnisse wurde in der vorliegenden Arbeit das 
Verhalten einer in die Blutbahn injizierten Bilirubinmenge an Hunden 
mit modifizierter Methodik vor und nach Milzexstirpation nochmals 
einer Priifung unterzogen. 

Als Versuchstiere dienten niichterne Hunde von verschiedenem Gewicht 
und Geschlecht. In zwei Versuchsreihen wurde einerseits das Verschwinden 
des in die Blutbahn injizierten Bilirubins in normalem Zustande und anderer- 
seits nach der Milzentfernung verfolgt. Die Hunde wurden mittels Chlora- 
lose narkotisiert, wobei streng darauf geachtet wurde, daB das Narkosemittel 
immer in derselben Menge von Ringerlésung verabreicht wurde. Die Serum- 
bilirubinbestimmung wurde mit der Hymans v. den Berghschen Methode 
mittels einem Hellige-Autenrieth-Keilkolorimeter ausgefiihrt. Die Blut- 
entnahme erfolgte durch Herzpunktion 5, 15, 30, 45, 60 und 75 Min. nach 
der Bilirubinverabreichung. In allen Versuchen wurde Bilirubin-Schuchardt, 
und zwar 5 mg/kg Tier in ein wenig n/100 NaOH gelést, intravenés in die 
Vena saph. parva injiziert. Die Blutproben wurden binnen 6 Stunden auf- 
gearbeitet. Die Milz haben wir bei allen Tieren gleich nach dem ersten 
Versuch steril entfernt. Die Tiere erholten sich binnen 2 Tagen vollkommen 
von den Folgen der Operation. 5 bis 6 Tage nach der Milzexstirpation wurde 
dem Tiere dieselbe Bilirubinmenge verabreicht wie beim Kontrollversuch, 
und die Farbstoffausscheidung nochmals bestimmt. 
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Wie aus den Untersuchungen hervorgeht, verschwindet das in dic die 
Blutbahn eingespritzte Bilirubin ziemlich rasch. 5 Minuten nach der (ér 
Injektion kénnen nur mehr etwa 20 bis 30%, der injizierten Bilirubin. Bil 
menge im Blute wiedergefunden werden. 75 Minuten nach der Far\- 20g 
stoffinjektion ist das Bilirubin im Serum mit der erwahnten Methode Da 
kaum mehr nachweisbar, was mit den Ergebnissen von Tarchano//, Or 
Makino, Stroebe, Meier und Heunelt, Scholderer (3) tibereinstimmt. Die kor 
Geschwindigkeit der Ausscheidung nimmt, wie aus der mitgeteilten Erk 
Tabelle und Kurve ersichtlich ist, mit der Zeit allmahlich ab. Nach Mil 
der Milzexstirpation verliBt das injizierte Bilirubin die Blutbahn nicl 
bedeutend langsamer. 5 Minuten nach der Injektion ist bei milzlosen des 
Tieren in den sechs mitgeteilten Versuchen durchschnittlich um 43°, abg 
mehr Bilirubin im Serum vorhanden als bei denselben Tieren im Kontroll- spr 


versuch. Im Versuch 2, 3 und 4 ist z. B. infolge der Splenektomie dafi 
Mil: 


, : p : nie los 
Tabelle I. Ausscheidung von intravendés verabreichtem Bilirubin : 


aus dem Blute vor und nach Milzexstirpation. 
= rin 


20g 





Ver- Bilirubinkonzentration i Bilirubinkonzentration } Spe 
suchs- vor Milzexstirpation in mg-°/y) || nach Milzexstirpation in mg-°/ Be- 

Nr. | || merkung den 

5’ | 15’ | 30’ | 45’ | 60’ | 75’ |] 5 15’ | 30’ | 45’ | 60’ | 75! - 

th fizie 





I. | 0,91 0,23 0,15. — 0,08 — | 1,22 0,38 0,20 


5 


. | 1,62 0,90 0,45 0,34 0,23, — 2,26 1,36 0,58 0,46 0,36 0,26) 


0,15; — | 6 =| = und 


. 1,16 0,62 0,41,0,25 0,13 — 1,65 0,95 0,55 0,36 0,24 0,19 || 5 = 
0,98 0,38 0,16.0,08 —  — | 1,40 0,60 0,35 0,20 0,12 0,085 ., (= 
1,46 0,81 0,40 0,30 0,18 0,08 2,18 1,48 0,62 0,48 0,32 0,24) 5 3 
1,24 0,68 0,36 0,20 0,08 — 1,84 1,05 0,60 0,40 0,24 0,12) 6 


75 Minuten nach der Injektion noch bedeutend mehr Bilirubin nach. 
weisbar als normalerweise 60 Minuten nach der Bilirubinverabreichung. 

' Die Bilirubinelimination ist aus der Abb. | 
ersichtlich, in der die Verhaltnisse vor und 
nach der Milzentfernung einzeln als die 
Mittel der sechs Versuche wiedergegeben 
sind. Die normale Serumbilirubinmenge 
konnte mit der geschilderten Methode 
nicht bestimmt werden, da diese beim 
\\nachd Milzexstirpation | Hunde bekanntlich stets nahe der Be- 

1 stimmungsgrenze steht. 








GBilirubinkonzentration 


Die Untersuchungen zeigen nun ein- 
020 ‘4 deutig, daB der Milz bei der Ausscheidung 
des verabreichten Bilirubins aus der Blut- 
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Min nachderIy, bahn eine wichtige Rolle zufallt. Nach 


Abb. 1. unserer Auffassung kann die Milz bei 
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diesem ProzeB auf zweierlei Art eingreifen. Die Untersuchungen von 
Gérard (4) zeigen, daB die Ausscheidung des in die Blutbahn gebrachten 
Bilirubins nach einer Tuschblockade des R.E.S. betrachtlich ver- 
zogert wird. In diesem Sinne sprechen auch die Versuche von Oritsu (5). 
Da durch die Splenektomie ein wesentlicher Teil des R. E. S. aus dem 
Organismus entfernt und so eine ,,partielle Blockade“ verursacht wird, 
kénnte die tragere Elimination des Farbstoffes in diesem Faktor ihre 
Erklarung finden. Die andere Méglichkeit, welche diese Funktion der 
Milz erklaren kénnte, ware die, daB die Verzégerung in der Ausscheidung 
nicht nur allein die Folge der nachgeahmten ,,partiellen Blockierung“ 
des R. E. S. ist, sondern, daB die Milz bestimmte Stoffe (Hormone) 
abgibt, welche die Funktion des R. E. 8S. steigern. Im letzteren Sinne 
sprechen die Versuche von Farkas und Tang (6), die feststellen konnten, 
daB den Versuchshunden intravenés verabreichtes Trypanblau nach 
Milzexstirpation langsamer ausgeschieden wurde; wurden aber die milz- 
losen Tiere vorher mittels Milzextrakten behandelt, so blieb die Ver- 
zogerung der Farbstoffausscheidung aus. Ferner ist es Moncorps und 
Grinther (7) gelungen, aus der Milz einen Stoff zu extrahieren, der die 
Speicherungsfahigkeit des R. E. 8S. steigerte. Dieser Stoff wurde von 
den genannten Autoren als Cytosin (2-Oxy-6-Aminopyrimidin) identi- 
fiziert. Diese Eigenschaft des Cytosins konnte vor kurzem von Kliebert 
und Luddny (8) bestatigt werden. 


Zusammenfassung. 
Die Ausscheidung des in die Blutbahn injizierten Bilirubins wird 
durch Milzexstirpation verzégert. Es werden die Erklarungsmdéglich- 
keiten fiir diese Erscheinung besprochen. 


(Diese Arbeit wurde mit Hilfe der ,,Széchenyi-Gesellschaft zur 
Foérderung der Wissenschaften ausgefiihrt.) 
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Uber die Zusammensetzung des Depotserums der Milz'. 
Von 
L. Goreezky und G. v. Ludany. 


(Aus dem Institut f. allg. Pathologie d. kénigl.-ung. ,,Pazmany Péter’ 
Universitat in Budapest.) 
(Eingegangen am 30. August 1937.) 


Aus den Untersuchungen von Barcroft, Scheunert-Krzywanek, 
Binet, v. Ludiny und anderen ist bekannt, daB die Milz einen der 
wichtigsten Blutspeicher darstellt. Das in der Milz befindliche Blut 
stagniert in den Sinussen und wie die klassischen Untersuchungen von 
Barcroft zeigen, ist es aus der Blutzirkulation ganzlich ausgeschaltet. 
Dieses Reserveblut kommt nur dann in die allgemeine Zirkulation, 
wenn sich die Milz zufolge gewisser Umstande kontrahiert und ihr 
Volumen verkleinert. Das Depotblut der Milz besteht, wie die dies- 
beziiglichen Untersuchungen zeigten, hauptsachlich aus Formelementen, 
wie roten und weifen Blutkérperchen sowie Thrombocyten; das Ver- 
haltnis zwischen Formelementen und Plasma ist stark zugunsten der 
ersteren verschoben und dadurch besitzt das Milzdepotblut eine ge- 
steigerte Viskositat. Dieses Reserveblut wurde von mehreren Autoren 
aus verschiedenen Gesichtspunkten-einer Priifung unterworfen, jedoch 
beschrankten sich die Untersuchungen ausschlieBlich auf die Form- 
elemente. Dariiber, welches Verhaltnis zwischen dem_peripheren 
Serum und dem stagnierenden Depotserum der Milz besteht, fehlen 
weitere Angaben. Wie unsere letzten Untersuchungen (1) jedoch 
zeigten, kann in gewissen Beziehungen tatsichlich ein recht betracht- 
licher Unterschied wahrgenommen werden; sa konnten wir zeigen, dal} 
der Opsonintiter des echten Depotserums um 1000 °%, héher sein kann 
als der des kreisenden peripheren Serums. Weiter ist das Cholesterin 
des Milzserums stark vermehrt. Da der Milz bei gewissen physiologischen 
und pathologischen Prozessen — es sei nur auf die Immunitatsvorgange 
hingewiesen — eine wichtige Rolle zukommt, schien es uns von nicht 
geringem Interesse, das Depotserum der Milz einer genaueren Analyse 
zu unterwerfen, da im wesentlichen das Innenmilieu des Organs von 
diesem Depotserum bestimmt wird. Es war Gegenstand der vor- 
liegenden Arbeit, diese Frage zu klaren. 

Als Versuchstiere dienten zahme Hunde von verschiedenem Gewicht 


und Geschlecht, die 24 Stunden vor dem Versuch hungerten und mittels 
Pernokton narkotisiert wurden. Die Bauchhéhle wurde in der linea alba 


1 Diese Arbeit wurde an der 7. Tagung der Ung. Physiol. Ges. in Szeged 
am 28. V. 1937 vorgetragen. 
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gedffnet, die Milz freigelegt und am Hilus abgebunden. Dann wurde eine 
Kaniile in die Milzvene gebunden und die Aste der Milznerven ausprapariert, 
faradisch gereizt und so das Organ zur Kontraktion gebracht, wodurch das 
Depotblut ganzlich ausgepreBt wurde (1) (2). Dieses wurde dann zentri- 
fugiert und im Serum der Rest- bzw. GesamteiweiB-, Euglobulin-, Pseudo- 
globulin-, Albumin-Stickstoff, ferner das Kalium, Natrium, Calcium sowie 
das Chlor, anorganischer und gesamtsiureléslicher Phosphor bestimmt. 
Die einzelnen EiweiBfraktionen wurden durch Fallung mit Na,SO, nach 
Howe, das Ca und K nach Kramer und Tysdall, das Cl nach Rusznydk, der 
Phosphor nach Fiske und Subarrow, wad das Na nach Joshimatsu bestimmt. 
Gleichzeitig haben wir dieselben Untersuchungen im peripheren Serum 
ausgefiihrt und die Werte verglichen. Das periphere Blut wurde aus der 
Art. femoral. mittels einer eingebundenen Kaniile entnommen. 


Wie aus der Tabelle I ersichtlich ist, besteht zwischen den N-Frak- 
tionen des peripheren und des Milzserums ein augenfalliger Unterschied. 


Tabelle I. 





‘ ; Gesamteiwei8- Euglobulin- Pseudoglobulin- Albumin- 
Rest-Stickstoff = _Stickstoft Stickstoff Stickstoff Stickstoff 


Versuch ' / , 
‘ mg-9/o mg-°/9 mg-9/o mg-9/9 mg- / 





Nr. normal Milz | normal| Milz | normal| Milz “normal = Milz 


normal Milz 


12 26 990 | 1010 +179 184 270 218 540 607 
20 39 1020 1097-201 266 238 224 , 581 607 
22 37 1048 1163 281 333 227 211 539 618 
35 49 1088 | 1210 | 207 275 276 251 613 682 
25 48 1004 1296 215 466 226 120 562 749 


Im Depotserum der Milz ist ¢er Rest-Stickstoff im Durchschnitt von 
sechs Versuchen um 82% vermehrt. Daneben besitzt auch der Gesamt- 
eiweiB-Stickstoff einen héhe’en Wert, und zwar durchschnittlich um 
11,6%. Die einzelnen Eiweififraktionen gestalten sich so, daB Euglobulin 
und Albumin eine gréBere K.onzentration aufweisen, wahrend die Menge 
des Pseudoglobulins vermindert ist. Besonders auffallend ist die Zu- 
nahme des Euglobulins wm 40,5°%, im Mittelwert; das Albumin weist 
eine Konzentrationssteigerung von 14° auf und das Pseudoglobulin 
eine Abnahme von 16,6 %. 

In der Tabelle II sind die Ergebnisse der Untersuchungen der 
einzelnen Mineralbestandteile wiedergegeben. In der Na-, Ca- und 


Tabelle II. 








\ | Anorganischer | Gesamtsiiure- 
Ca Cl | P 


K | Na léslicher P 


Pa 





i 
. i] mg-°/9 | mg-9/9 mg-°/y mg-°/, mg-°/5 

- ih 

ong 2 | 

Nr.| normal Milz | normal Milz I 


normal Milz normal | Milz | normal Milz | normal 


37,1|| 231 | 233 9,81 9,6) 389 390 34 4,1. 59 
60,5] 258 | 264/| 11,3/11,5) — | — ]| 38 | 62! 6,2 
52,0) 231 232 12,1 | 12,0 361 361 4,0 4,8 5,9 
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Aus den Untersuchungen von Barcroft, Scheunert-Krzywane/:. 
Binet, v. Luddny und anderen ist bekannt, daB die Milz einen der 
wichtigsten Blutspeicher darstellt. Das in der Milz befindliche Blut 
stagniert in den Sinussen und wie die klassischen Untersuchungen von 
Barcroft zeigen, ist es aus der Blutzirkulation ganzlich ausgeschaltet. 
Dieses Reserveblut kommt nur dann in die allgemeine Zirkulation, 
wenn sich die Milz zufolge gewisser Umstainde kontrahiert und ihr 
Volumen verkleinert. Das Depotblut der Milz besteht, wie die dies- 
beziiglichen Untersuchungen zeigten, hauptsachlich aus Formelementen, 
wie roten und weifben Blutkérperchen sowie Thrombocyten; das Ver- 
haltnis zwischen Formelementen und Plasma ist stark zugunsten der 
ersteren verschoben und dadurch besitzt das Milzdepotblut eine ge- 
steigerte Viskositaét. Dieses Reserveblut wurde von mehreren Autoren 
aus verschiedenen Gesichtspunkten-einer Priifung unterworfen, jedoch 
beschrankten sich die Untersuchungen ausschlieBlich auf die Form- 
elemente. Dariiber, welches Verhaltnis zwischen dem _peripheren 
Serum und dem stagnierenden Depotserum der Milz besteht, fehlen 
weitere Angaben. Wie unsere letzten Untersuchungen (1) jedoch 
zeigten, kann in gewissen Beziehungen tatsachlich ein recht betracht- 
licher Unterschied wahrgenommen werden; so.konnten wir zeigen, dat 
der, Opsonintiter des echten Depotserums um 1000 °%, héher sein kann 
als der des kreisenden peripheren Serums. Weiter ist das Cholesterin 
des Milzserums stark vermehrt. Da der Milz bei gewissen physiologischen 
und pathologischen Prozessen — es sei nur auf die Immunitatsvorgange 
hingewiesen — eine wichtige Rolle zukommt, schien es uns von nicht 
geringem Interesse, das Depotserum der Milz einer genaueren Analyse 
zu unterwerfen, da im wesentlichen das Innenmilieu des Organs von 
diesem Depotserum bestimmt wird. Es war Gegenstand der vor- 
liegenden Arbeit, diese Frage zu klaren. 

Als Versuchstiere dienten zahme Hunde von verschiedenem Gewicht 


und Geschlecht, die 24 Stunden vor dem Versuch hungerten und mittels 
Pernokton narkotisiert wurden. Die Bauchhéhle wurde in der linea alba 


1 Diese Arbeit wurde an der 7. Tagung der Ung. Physiol. Ges. in Szeged 
am 28. V. 1937 vorgetragen. 
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gedffnet, die Milz freigelegt und am Hilus abgebunden. Dann wurde eine 
Kaniile in die Milzvene gebunden und die Aste der Milznerven ausprapariert, 
faradisch gereizt und so das Organ zur Kontraktion gebracht, wodurch das 
Depotblut ganzlich ausgepreBt wurde (1) (2). Dieses wurde dann zentri- 
fugiert und im Serum der Rest- bzw. GesamteiweiB-, Euglobulin-, Pseudo- 
globulin-, Albumin-Stickstoff, ferner das Kalium, Natrium, Calcium sowie 
das Chlor, anorganischer und gesamtsaureléslicher Phosphor bestimmt. 
Die einzelnen EiweiBfraktionen wurden durch Fallung mit Na,SO, nach 
Howe, das Ca und K nach Kramer und Tysdall, das Cl nach Rusznydak, der 
Phosphor nach Fiske und Subarrew, und das Na nach Joshimatsu bestimmt. 
Gleichzeitig haben wir dieselben Untersuchungen im peripheren Serum 
ausgefiihrt und die Werte verglichen. Das periphere Blut wurde aus der 
Art. femoral. mittels einer eingebundenen Kaniile entnommen. 


Wie aus der Tabelle I ersichtlich ist, besteht zwischen den N-Frak- 
tionen des peripheren und des Milzserums ein augenfalliger Unterschied. 


Tabelle I. 





iia GesamteiweiB- Euglobulin- Pseudoglobulin- Albumin- 
Rest-Stickstoff Stickstoff Stickstoff Stickstoff Stickstoff 


Versuch Oo; ' 
> mg-9/o mg-/o mg-9/9 mg-9/9 mg-°/g 


Nr. normal Milz | normal Milz | normal | Milz normal Milz normal Milz 
12 26 990 | 1010 179 184 270 218 540 607 
20 39 1020 1097 201 266 238 224 581 607 
22 37 1048 | 1163-281 333 227 211 539 618 
35 49 1088 | 1210. 207 275 276 251 613 682 
25 48 1004 1295 | 215 466 226 120 562 749 


Im Depotserum der Milz ist der Rest-Stickstoff im Durchschnitt von 
sechs Versuchen um 82 °% vermehrt. Daneben besitzt auch der Gesamt- 
eiweiB-Stickstoff einen héheren Wert, und zwar durchschnittlich um 
11,6%. Die einzelnen EiweiBfraktionen gestalten sich so, daB Euglobulin 
und Albumin eine gr6Bere Konzentration aufweisen, wahrend die Menge 
des Pseudoglobulins vermindert ist. Besonders auffallend ist die Zu- 
nahme des Euglobulins um 40,5°%, im Mittelwert; das Albumin weist 
eine Konzentrationssteigerung von 14° auf und das Pseudoglobulin 
eine Abnahme von 16,6 %. 

In der Tabelle II sind die Ergebnisse der Untersuchungen der 
einzelnen Mineralbestandteile wiedergegeben. In der Na-, Ca- und 


Tabelle II. 








| * | E * | Anorganischer Gesamtsiure- 
K | Na Ca cl P léslicher P 
mg-9/o || mg-%o } mg-°/9 mg-°/y mg-°/y mg-9/5 
oun | 
normal | Milz! normal | Milz || 





Pa 
- 
> 
vr. 


N normal Milz normal | Milz | normal Milz | normal Milz 


37,1|| 231 | 233. 9,8| 9,6 389 390 34 41. 59 
60,5| 253 264 11,3 /115 — a 3,8 6,2) 6,2 
52.0| 931 232 1211120 361 361 4,0 48) 59 
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Chlorkonzentration bestehen keine Unterschiede; daneben ist das 
Milzserum an anorganischem und gesamtsiureléslichem Phosphor etwa 
um 25 bis 30°, reicher. Besonders auffallend ist der Konzentrations- 
unterschied im Kaliumgehalt, wo die Differenz im Mittel etwa 200 
betragt. Die erwahnten Unterschiede bestehen nur zwischen dem 
peripher kreisenden und dem echten, stagnierenden Depotserum der 
Milz. Dies wurde folgendermaBen festgestellt : 

Bei besonders kraftigen Tieren wurde der Hilus der Milz abgebunden 
bzw. abgeklemmt, so daB der Blutstrom von und zu der Milz ganzlich 
gesperrt war. Nach einer durch Nervenreiz ausgelésten Milzkontraktion 
wurde das Depotblut durch einen Nebenast entleert, nachdem sich das 
Organ vollstaéndig kontrahiert hatte. Danach wurde dieses GefaB ab- 
geklemmt und die normale Zirkulation hergestellt. Nach einiger Zeit, als die 
Milz wieder erschlaffte und sich mit Blut fiillte, wurde sie durch wieder. 
holten Nervenreiz zur’ Kontraktion gebracht und auf diese Weise zwei his 
bis dreimal nacheinander ,,ausgespiilt‘‘. Zuletzt wurde der erschlafften 
Milz am Hilus nochmals eine Ligatur gesetzt, das Organ zur Kontraktion 
gebracht und sein Blutinhalt, wie oben beschrieben, entfernt. Dann haben 
wir die erwahnten Bestimmungen ausgefiihrt. 

Wie die Untersuchungen zéigten, kann zwischen dem peripheren 
Seium und dem Serum der derartig ausgespiilten Milz kein Unterschied 
nachgewiesen werden; das Serum der Milzvene zeigt normalerweise die 
beschriebenen Differenzen nicht, wenigstens nicht in solchem Grade. 
daB sie durch die benutzten Methoden nachgewiesen werden kénnen. 
Kin Unterschied besteht nur, wenn dem die Milz passierenden Blut 
auch Depotblut beigemischt wird. Demnach kénnen die Untersuchungen 
von Grehaut und Quinquand, Ponticaccia, Campanacci und Isalberti (3) (4). 
die in der Milzvene einen erhéhten Reststickstoffwert (Urea- und 
Aminostickstoff) erhielten, so gedeutet werden, daB das Manipulieren 
mit der Milz durch mechanische und thermische Reizung, wie bekannt. 
leicht eine Verminderung des Organvolumens hervorruft, die dann mit 
einer Entleerung des Depotblutes und dadurch einer Anderung der 
Zusammensetzung des Serums in der Milzvene einhergeht. 

Der Unterschied in der Zusammensetzung des Depotserums der 
Milz gegeniiber dem peripheren kann gr6éBtenteils durch den in diesem 
Organ stattfindenden Erythrocytenuntergang und Abbau_ erklirt 
werden. Der Umstand, daB die Milz ihres Depotserums halber ein 
betrichtlich verindertes Innenmilieu besitzt, ist nach unserer Auf- 
fassung von ausschlaggebender Bedeutung. Dieses Innenmilieu kann 
bei den verschiedenen physiologischen und pathologischen Milzfunk- 
tionen eine Rolle spielen. Diesbeziiglich seien in erster Linie die immun- 
biologischen Vorginge erwaihnt. So kann z. B. die erhéhte phagozytose- 
steigernde Fahigkeit des Milzserums neben dem gr6éBeren Opsonin- 
gehalt auch durch die erhéhte Cholesterin- und K-Konzentration 
zustande kommen, da sich eine maBige Cholesterin- bzw. Kalium- 
vermehrung auf die Phagozytose giinstig auswirkt (1). 
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Zusammenfassung. 


1. Es wurden Untersuchungen iiber die chemische Zusammen- 
setzung des von der Zirkulation ausgeschalteten Depotserums der 
Milz ausgefiihrt. 2. Im Milzserum ist der Reststickstoff, der Gesamt- 
eiweiBgehalt und von dessen Fraktionen das Euglobulin und das Albumin 
vermehrt, das Pseudoglobulin hingegen vermindert. 3. Die Konzentra- 
tion des anorganischen und gesamtsiureléslichen Phosphors und _ be- 
sonders die des Kaliums ist gesteigert. 4. Die Unterschiede werden 
dem im Organ stattfindenden Erythrocytenuntergang und Abbau 
zugeschrieben. 5. Es wird auf die Rolle des veranderten Innenmilieus 
der Milz bei den verschiedenen physiologischen und pathologischen 
Prozessen hingewiesen. 


(Vorliegende Arbeit wurde mit Hilfe der ,,Széchényi‘‘- Gesellschaft 
zur Férderung der Wissenschaft ausgefiihrt.) 
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Die Verteilung des Vitamin ( im Gewebe des Magendarmkanals. 
Von 
G. v. Ludany und L. Zselyonka. 


(Aus dem Institut f. allg. Pathologie d. kénigl.-ung. ,,Pazmany Péte: 
Universitat in Budapest.) 


(Eingegangen am 1. September 1937.) 


Aus mehreren Arbeiten ist bekannt, daB im Darm, besonders im Diinn- 
darm, verhaltnismaBig ganz betrachtliche Ascorbinséuremengen nach. 
gewiesen werden kénnen. So haben Giroud und Leblond (1) gezeigt, dai} 
Silbernitrat vom Diinndarm stark reduziert wird. Harde und Wolff (2) 
waren die ersten, die-den Ascorbinsaéuregehalt des Darms zahlenmiibig 
feststellten; ihre Bestimmungswerte schwanken zwischen 18 und 37 mg- 
bei der Maus. Jacobson (3) fand beim Meerschweinchendiinndarm 20 mg- 
und Zilva (4) 14 bis 30 mg-°,. Diese Autoren konnten im Magen bedeutend 
weniger C-Vitamin nachweisen, und zwar 2 bis 10 mg-°,, in welchem Bereich 
auch der Ascorbinsaéuregehalt des Dickdarms schwankt. Diese verhiltnis- 
maBig hohe C-Vitaminkonzentration im Diinndarm veranlaBte Harde und 
Wolff anzunehmen, da8 das Vitamin C bei der Maus im Darm gebildet 
wird. Hopkins (5) konnte bei der Ratte eine Anderung des Ascorbinsaure- 
gehalts nach vorwiegend EiweiB- bzw. Kohlenhydratdiat feststellen. Ferner 
konnte Zilva auch eine selektive Absorption der Ascorbinséure aus dem 
Blute durch den Diinndarm nachweisen. Aus diesen Untersuchungen geht 
klar hervor, daB zwischen dem Darm und der Ascorbinséure ein gewisser 
Zusammenhang besteht. Fiir die Richtigkeit dieser Annahme sprechen 
auch pathologische Beobachtungen, da gewisse’ infektidse Darmvorginge 
(z. B. Typhus) eine bessere Heilungstendenz zeigen, wenn sie mit C-Vitamin 
behandelt werden (5a). 

Auf Grund dieser Kenntnisse schien es uns von Interesse, ie 
Verteilung der Ascorbinséure in der Darmwantl einer genaueren quanti- 
tativen Priifung zu unterwerfen. Im Laufe unserer diesbeziiglichen 
Untersuchungen erschien eine Arbeit von Glick und Biskind (6), welche 
dieses Problem behandelte. Sie konnten zeigen, daB bei Rindern die 
Darmschleimhaut von Duodenum und Jejunum besonders reich an 
Ascorbinsaure ist (24 mg-°%). 

Wir verwendeten bei unserer Arbeit Hunde von verschiedenem Gewicht 
und Geschlecht, die vor dem Versuch 36 Stunden hungerten. Die Tiere 
wurden mittels Chloralose narkotisiert und die einzelnen Darmteile nach- 
einander ohne Blutung entfernt und gleich aufgearbeitet. Das C-Vitamin 
wurde mittels der bekannten Titration mit 2, 6-Dibromphenol-indopheno! 
nach Tillmans bestimmt. Ein Teil des Magendarmtraktes wurde entfernt, 
mit Ringerlésung durchgewaschen, aufgeschnitten und zwischen Filterpapier 
gut abgetrocknet; dann wurde die Schleimhaut abgeschabt, und zwar bis 


zur muscularis mucosa. Durch weiteres starkeres Abschaben kann die 


Submucosa von der Muscularis vollkommen getrennt werden. Das Separieren 
. P ° nm * 
der einzelnen Darmschichten gelingt nach einiger Ubung recht genau, doch 
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f 
teile an. In den einzelnen Teilschichten wurde dann die Ascorbinsaéure so 
bestimmt, daB eine bestimmte Menge des Gewebes gewogen wurde, hernach 
erfolgte das Zerreiben der Gewebe mit Seesand, Extraktion mit 20° ,iger 
Trichloressigsiure oder Metaphosphorséure (5°), Filtration, und dann 
wurde ein aliquoter Teil des Filtrats mit der Farbstofflésung titriert. Die 
Tillmanssche Lésung wurde immer wieder mit reiner kristallisierter As- 
corbinsaure eingestellt!. Die mitgeteilten Zahlen sind die Mittelwerte aus 
drei gut tibereinstimmenden Titrationen. 


fertigten wir bei allen Versuchen zur Kontrolle Gefrierschnitte der Darm- 


Die Ascorbinsiure wurde im Oesophagus, Magen (Fundus- und 
Pylorusanteil) sowie im Duodenum, Jejunum, I[leum, Colon und 


Tabelle I. 


Die Verteilung der Ascorbinsaure im Magen-Darmtrakt in mg-°,. 





Organ J Vv VI | VII | VIII; 1X x 


Oesophagus : 
Schleimhaut 
Muskel 


Magen, Fundusteil: 
Schleimhaut 
Muskel 


Magen, Pylorusteil: 
Schleimhaut 
Muskel 


Duodenum: 
Schleimhaut 18.5 30,7 36,5 36,8 
Submucosa . _ 
Muskel 9,5 12,10 10,9 10,0 


Jejujunum: 
Schleimhaut 18,4 19,0 34,1 
Submucosa — a 
Muskel ‘ 10,0 10,1 9,0 
Ileum: 
Schleimhaut 22,6 17,9 23,7 38,0 
Submucosa — = — — 14,6 
Muskel é 10,6 |10,0 10,8 
Dickdarm: 
Schleimhaut - — - 12,9 11,0 
Submucosa ane ; aie 
Muskel ‘ 3,8; 3,7) 6,0 
Enddarm: 
Schleimhaut _ oe 
Muskel = soi 


19,1 | 22,0 | 20,3 | 23,8 


' An dieser Stelle méchten wir der Firma ,,Chinoin‘*, Budapest, fiir die 
freundliche Uberlassung von kristallisiertem C-Vitamin (Cevita) danken. 
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Rectum in den erwahnten Schichten bestimmt. Wie die Versuch: 
ergebnisse zeigen, kénnen die gr6Bten Ascorbinsaiurewerte in der Schleim- 
haut des Diinndarms nachgewiesen werden, wo sie die relativ hohen 
Werte von 38 mg-° erreichen. Der C-Vitamingehalt der Mucosa 
iiberschritt in allen Fallen sogar den der Leber (20 mg-%), die ja ver- 
haltnismaBig sehr reich an Ascorbinséure ist. Die Ascorbinsaure- 
konzentration der Schleimhaut ist im ganzen Diinndarm etwa die gleiche. 
Im allgemeinen ist die Schleimhaut iiberall reicher an Vitamin C als 
die Muscularis oder die Submucosa. Oral- und analwarts vom Diinn- 
darm sinkt der Ascorbinséuregehalt der Schleimhaut. Interessanter- 
weise ist im Magen die Mucosa des Fundus reicher an C-Vitamin als 
die des Pylorusanteiles. Die Ursache dieses Unterschiedes liegt allem 
Anschein nach in der Verschiedenheit dieser beiden Anteile sowoh| 
ihrer physiologischen Funktion als auch ihrem histologischen Aufbau 
nach. Der Fundus ist reich an Beleg- und Hauptzellen, die das Pepsin 
und die Salzsiure des Magensaftes absondern. Da nun der Gehalt 
eines Organs an Ascorbinséure als Ma fiir die Aktivitaét wesentlicher 
Stoffwechselprozesse gelten karin, so kénnte man auch erwarten, 
daB in allen diesen Zellen sowie auch in der Diinndarmschleimhaut, wo 
bekanntlich eine Reihe der wichtigsten Stoffwechselprozesse bei der 
Verdauung und Resorption sich abwickelt, die Konzentration des 
C-Vitamins erhéht sei. Die Ascorbinséurekonzentration der Muscularis 
schwankt im Diinndarm zwischen 8 bis 11] mg-°%,:; von hier nimmt 
der C-Vitamingehalt des Muskels in oraler und analer Richtung ab. 
Besonders niedrig ist der Gehalt der Oesophagusmuskulatur an C-Vita- 
min; vielleicht deshalb, weil, wie aus der Literatur bekannt ist [ /naoki (7) |, 
beim Hunde sich im unteren Brustabschnitt der Speiseréhre Uberginge 
von glatter Muskulatur zu quergestreifter finden und diese letztere 
nach den Untersuchungen von Wacholder (8) und Mitarbeitern im 
allgemeinen farmer an reduzierenden Substanzen (Glutathion und 
Ascorbinsaure) ist als die glatte. 


Zusammenfassung. 


1. Die Schleimhaut ist im ganzen Magen-Darmtrakt reicher an 
-Vitamin als die anderen Gewebsschichten. Eine besonders hole 
Konzentration besitzt die Diinndarmmucosa (38 mg-°,), die den 
Ascorbinsaiuregehalt sogar der Leber iibertrifft. 

2. Vom Diinndarm oral- und analwarts sinkt die Ascorbinsiure- 
konzentration der Schleimhaut. 

3. Im Magen enthalt die Schleimhaut des Fundus mehr C- Vitamin 
als die des Pylorusteiles, was mit der Funktionsdifferenz und dem histo- 
logischem Aufbau erklart werden kann. 
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4. Die Muskelschicht zeigt den gré8ten C-Vitaminreichtum im 
Diinndarm (etwa 10 mg-°%,). Auch hier sinkt die Konzentration anal- 
und oralwarts. Die niedrigsten Muskelwerte fanden sich im Oesophagus, 
wo die glatte Muskulatur in quergestreifte iibergeht. 

5. Der C-Vitamingehalt der Submucosa im Darm betragt 10 bis 
15,6 mg-%. 

Literatur. 

1) Giroud u. Leblond, Bull. Soc. chim. biol. 16, 1352, 1934. —- 2) Harde 
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and Ind. 58, 874, 1934. 5a) Lit. s. Stepp, Kiihnau, Schroeder: Die Vita- 
mine, 2. Aufl. F. Enke, 1937. — 6) Glick u. Biskind, J. of biol. Chem. 118, 
419, 1936. — 7) Inaoki, Pfliigers Arch. 208, 319, 1924. — 8) Wacholder, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 238, 181, 1935. 





Uber das Vorkommen und den Nachweis yon 3, 4-Dioxypheny|.- 
essigsiure in den Rosenkifern Cetonia aurata L. und Potosia 
cuprea F. und im Maikifer Melolontha hippocastani F. 


Von 
Hans SchmalfuB. 
Nach Versuchen von A. Heider, J. Klévekorn, G. BuBmann, R. Goedecke 
und H. Kraberger. 
(Aus der Abteilung fiir Biochemie des Chemischen Staatsinstitutes, Hamburg, 
Hansische Universitat.) 


(Eingegangen am 2. September 1937.) 


Im Pflanzenreich und im Tierreich! sind phenolische Farbvorstufen, 
besonders o-Dioxybenzole, weit verbreitet und bilden die Grundlage 
fiir das Dunkeln der Lebewesen?. In ein und demselben Lebewesen 
pflegen mehrere Farbvorstufen gleichzeitig vorhanden zu sein, die 
nicht alle o-Dioxybenzole zu sein brauchen. In nahe verwandten 
Pflanzen, der Saubohne (Vicia Faba L.) und dem Besenginster (Saro- 
thamnus scoparius Wimm.), fanden wir nicht dieselben Farbvorstufen. 
Wir entdeckten in der Saubohne neben dem dort schon bekannten 
Dioxyphenylalanin noch Tyrosin®, dagegen im Besenginster neben 
Oxytyramin noch Tyramin‘, so daB in beiden Pflanzen das Dunkeln 
doppelt gesichert ist?. 

Im Mehlkafer (Tenebrio molitor L.), einem Vertreter der Schwarz- 
kafer (Tenebrionidae), erkannten wir als eine Farbvorstufe 3, 4-Dioxy- 
phenylessigsiure®. Nach den Erfahrungen im Pflanzenreich lag es 
am nachsten, anzunehmen, daB in anderen Kafern andere Farbvorstufen 
zu finden seien. 


Nun untersuchten wir drei Vertreter der Blatthornkafer (Scara- 
baeidae) auf Farbvorstufen im Hautpanzer. Zu unserer Uberraschung 
fanden wir in allen drei Kaferarten ebenfalls 3, 4- Dioxyphenylessigsaure. 
Im Rosenkafer (Cetonia aurata L.)® liegt sie teilweise frei und mit 
Ather ausziehbar vor, beim Maikafer nicht. Am Rosenkafer (Cetonia 
aurata L.) stellten wir weiter fest, da verschiedene Teile des Haut- 

1 Zusammenfassende Arbeit siehe: H. SchmalfuB, Geistige Arbeit 2. 
5—6, 1935, Nr. 12; siehe dort auch friiheres Schrifttum. — ? H. Schmalfu/), 
Forschungen und Fortschritte 11, 36, 1935. — * H. SchmalfuB, A. Heider 
u. K. Winkelmann, diese Zeitschr. 259, 465—468, 1933. — 4 H. Schmalfu/ 
u. A. Heider, ebenda 236, 226—230, 1931. — ° H. SchmalfuB, A. Heider u. 
K. Winkelmann, ebenda 257, 188—193, 1933. — ° Potosia cuprea F. priiften 
wir nicht daraufhin. 
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panzers dieselbe Farbvorstufe, namlich 3, 4-Dioxyphenylessigsaure, 
enthalten. 


Um die 3, 4-Dioxyphenvlessigsiure zu kennzeichnen, fiihrten wir 
eine Probe in die 3,4-Dimethoxyverbindung iiber und _ bestimmten 
die Schmelzpunkte beider Stoffe und ihre Mischschmelzpunkte mit 
den entsprechenden kiinstlichen Stoffen. Da nur wenige Rosenkdfer 
zur Verfiigung standen, muBten wir fiir die 3, 4-Dioxyphenylessigsiure 
den Feinnachweis! anwenden. Weiter hatten wir eine Arbeitsvorschrift 
zu entwickeln, um wenige Milligramme 3, 4-Dioxyphenylessigsaéure in 
3, 4-Dimethoxyphenylessigsiure umzuwandeln und diese zu_reinigen. 


1. Arbeitsvorschrift zur Abscheidung der 3, 4-Dioxyphenylessigsiure. 


Der Arbeitsgang muB so schnell wie méglich durchgefiihrt werden, 
weil die unreine 3, 4-Dioxyphenylessigsaure sehr verginglich ist. Binnen 
8 Stunden muB die 3, 4-Dioxyphenylessigsaure das erste Mal empor- 
get:ieben worden sein. 


a) Pulvern und Ausziehen des Hautpanzers. 


In einer Reibschale pulvert man je 0,5g Hautpanzer mit etwa 
5 g Glassplittern unter 15 ccm schwefeldioxydgesattigtem? Petrol- 
ither vom Siedepunkt 30 bis 50°. Die Glassplitter erleichteen das 
Pulvern; das Schwefeldioxyd? macht den Luftsauerstoff unschadlich 
und hellt unerwiinschte, gefirbte Begleitstoffe auf. Petrolather ver- 
hiitet, daB spréde Panzerteile entspringen und befreit den Hautpanzer 
zugleich von fettartigen* Stoffen. 3, 4-Dioxyphenylessigsiure lést 
sich nicht. Der Petrolather wird so oft erneuert, bis er beim Verdampfen 
keinen Riickstand mehr hinterlaBt. Das ist in etwa 2 Stunden er- 
reicht. 


Man dunstet den Petrolather unter Minderdruck vom Hautpanzer- 
meh] ab und zieht das trockene Pulver in einer Glasfilternutsche* aus. 
Sie befindet sich in einem Heiztrichter mit Glycerin von 140°. Das 
Pulver soll nicht mehr als !/; der Nutsche ausfiillen. Man entzieht ihm 


1 H. SchmalfuB u. G. Bubmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 231, 161 
—166, 1935. — * Schon 7’. Torquati (Arch. di Pharmacol. Sperim. 15, 308 
~—312, 1913) und M. Guggenheim (Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 276—284, 
1913) wandten Schwefeldioxyd an, um den Luftsauerstoff unschadlich zu 
machen. H. SchmalfuB und H. Werner (Zeitschr. f. induktive Abstammungs- 
und Vererbungslehre 41, 323, 1926) verwendeten Schwefeldioxyd, um Schwarz- 
stoff (= Melanin) zu bleichen. Beide Wirkungen sind hier erwiinscht und 
unschadlich, wie Vergleichsversuche mit und ohne Schwefeldioxyd am 
Hautpanzer von Mehlkafern (Tenebrio molitor L.) zeigten. — * F. Schulz, 
diese Zeitschr. 232, 189—195, 1931. — 4 12 G3 Schott u. Gen., Jena, Hohe 
iiber der Siebplatte 4,5 em, Durchmesser 3,3 cm. 

Biochemische Zeitschrift Band 294. 
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die Farbvorstufe durch 10 °,ige wasserige Salzsiure! von 100°C, die 
2°, Schwefeldioxyd? enthalt. Und zwar gieBt man achtmal je 10 ccm 
der Ausziehfliissigkeit auf das Fliigeldeckenmehl und riihrt gleichzeitiy 
mit einem Glasquirl. Dabei schiumt das Pulver jedesmal heftig und 
riecht eigenartig wie auch die Ausziige. Die Lésung laBt sich gut ab- 
saugen. Ein AufguB von 10 ccm gibt einen Ablauf von etwa 8 ccm. 
Die ersten beiden Ablaufe pflegen tief braun zu sein und triiben sich 
wie auch die spateren helleren beim Abkiihlen. Ein Tropfen davon 
griint sich sehr stark mit Eisen-(3)-chlorid* und rétet sich bei nach- 
folgendem Zusatz von Natriumcarbonat*, enthalt also reichliche 
Mengen o- Dioxybenzolstoff. Gewoéhnlich ist das Pulver binnen 2 Stunden 
mit dem achten Ablauf erschépft?. 

GréBere Mengen (35g) Hautpanzermehl zerreibt man_ besser 
12 Stunden lang in der Kugelmiihle, wobei Schwefeldioxyd? das Pulver 
schiitzt. Dann entfettet man das Pulver in einem K6lbchen sofort 
sechsmal mit je 50 cem Petrolither (Siedepunkt 30 bis 50°), wobei man 
je 2 Minuten lang kocht. Man laBt absitzen und gieBt die Fliissigkeit 
durch ein Filter weg. Dabei gehen nur unwesentliche Mengen Pulver 
verloren. Uber das lufttrockene Pulver gie8t man 30 ccm siedende, 
2°, Schwefeldioxyd? enthaltende, 10°,ige Salzsiure, kocht 5 Minuten 
im Glycerinbad von 140° und saugt die Fliissigkeit durch eine Glasfilter- 
nutsche. Das Pulver laBt sich gut aus der Nutsche in das Kélbchen 


zuriickbringen. Man vereinigt die salzsauren Ausziige, etwa 140 ccm 


1 Wasserige Salzsiure lést die freie Farbvorstufe und macht auBerdem 
gebundene frei. 10°, ige Salzsaure verwandelt selbst bei zweistiindigem 
Kochen o-Dioxyphenylalanin nicht einmal spurenweise in o-Dioxypheny|- 
essigsiure. —- ? Schon 7’. Torquati (Arch. di Pharmacol. Sperim. 15, 308 
—-312, 1913) und M. Guggenheim (Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 276—254, 
1913) wandten Schwefeldioxyd an, um den Luftsauerstoff unschadlich 
zu machen. H. SchmalfuB und H. Werner (Zeitschr. f. induktive Ab- 
stammungs- und Vererbungslehre 41, 323, 1926) verwendeten Schwetel- 
dioxyd, um Schwarzstoff (= Melanin) zu bleichen. Beide Wirkungen sind 
hier erwiinscht und unschadlich, wie Vergleichsversuche mit und ohne 
Schwefeldioxyd am Hautpanzer von Mehlkafern (Tenebrio molitor L.) zeigten. 
— 3 Die Priifung auf o-Dioxybenzol-Stoff im salzsauren Auszug wird 
vorgenommen wie folgt: ein Tropfen der salzsauren Lésung wird im Griib- 
chen einer Tiipfelplatte mit einer Spur frischer 5°,iger Eisen-(3)-chlorid- 
losung versetzt, wobei noch kein Griin entsteht. Bei vorsichtigem Zusatz 
weniger Kérnchen festen Natriumcarbonats entsteht unter Schaumen ein 
Griin, das in Rot iibergeht. Statt dessen kann man auch einen haingenden 
Tropfen 25°,iges Ammoniak dariiberhalten. Macht man nun mit selir 
wenig Eisessig oder durch Salzsituredampf ganz schwach sauer, so kebrt 
das Griin zuriick. Salzsdure allein gibt mit Eisen-(3)-chlorid/Natrium- 
carbonat einen brauen Niederschlag. — * ,,Ersch6pfen‘’ heiBt: solange aus- 
ziehen, bis eine Probe des Auszuges keine Farbungen mehr mit Eisen-(3)- 
chlorid/Natriumcarbonat ergibt. 
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einer dunkel rotbraunen Lésung, sittigt sie mit Kochsalz, filtert sie 
und schiittelt sie mit der gleichen Menge peroxydfreiem Ather  er- 
schépfend! (sechsmal) aus. Das Ausziehen dauert wenige Minuten. 

Die atherischen Ausziige engt man gemeinsam in einem Schalchen 
bis auf etwa 0,5 cem ein. 


b) Emportreiben der 3, 4-Dioxyphenylessigsdure. 


Man blast die Kuppe eines Gliithréhrchens von 6 cm Lange und 
0,6 em lichter Weite zu einer Kugel von 2 cm Durchmesser auf. In die 
Kugel bringt man die eingeengten atherischen Ausziige mittels Haarrohr 
und Trichterchen und spiilt mit Ather nach. Den Ather verdampft 
man vorsichtig binnen einer viertel Stunde, indem man die Kugel in 
Wasser von 45° taucht. Dabei naihert man das Rohrende vorsichtig 
der Schlauchéffnung einer saugenden Wasserstrahlpumpe. In der Kugel 
bleibt eine braune Schmiere zuriick. Nun schlieBt man das Réhrchen 
an die Quecksilberdampfstrahlpumpe und treibt die 3, 4-Dioxyphenyl- 
essigsdure bei 0,1 mm Druck in einem Bade von 135° empor. Hierbei 
zersetzt sie sich ebensowenig wie kiinstliche 3, 4-Dioxyphenylessigsiure. 
Unmittelbar tiber der Eintauchgrenze setzt sich die Saure ab, bald 
kristallisch, doch von Schmieren durchsetzt. Diese lassen sich nur bei 
der Saéure aus Maikafern durch Chloroform entfernen. Im oberen Teil 
und dariiber setzt sich leichter Fliichtiges ab, das auch die Umsetzung 


mit Eisen-(3)-chlorid/Natriumcarbonat? gibt. Ob das auf mitgerissener 
3, 4-Dioxyphenylessigsaure beruht, oder ob noch ein leichter fliichtiger 
o-Dioxybenzolstoff im Hautpanzer vorkommt, untersuchen wir noch. 


Man schneidet den Glasring, der die Saure tragt, heraus, list sie 
in wasser- und peroxydfreiem Ather und treibt sie von neuem empor, 
dieses Mal bei 115 bis 120°. So geht leichter Fliichtiges in den oberen 
Teil; die schwerer fliichtigen Schmieren bleiben diesmal im Kiigelchen, 
und die Saure setzt sich reiner und wei ab. So reinigt man weiter, 
bis der Schmelzpunkt der gewonnenen Saure mit dem der kiinstlichen 
iibereinstimmt und der Mischschmelzpunkt nicht mehr gedriickt ist. 


1 Zur Priifung auf o-Dioxybenzol-Stoff im atherischen Auszug lést man 
den Verdampfungsriickstand in einem Trépfchen Wasser und priift wie in 
Anm. 3, S. 114 angegeben. Oder: Man verdunstet den Ather nur bis auf 
‘/4,eem. Dieses saugt man in ein Filterhaarrohr auf und 1aBt die Fliissigkeit 
auf einen hellgelben Tropfen (von 0,2 em Durchmesser) wasseriger, frischer, 
5° iger Eisen-(3)-chlorid-Lésung flieBen, der sich im Griibchen einer Tiipfel- 
platte befindet. Der Ather verdunstet schnell. Enthielt er o-Dioxybenzol- 
Stoff, so ergriint der Tropfen Eisen-(3)-chlorid zuerst an der Oberflache, 
dann auch im Innern. Der Farbwechsel ist sehr deutlich. Bei Zusatz von 
Natriumearbonat entsteht dann ein Rot. Ather, der frei von o-Dioxy- 
benzolstoff ist, gibt diese Umsetzungen nicht. — ? H. SchmalfuB u. H. Barth- 
meyer, Mikrochemie 8, 245—251, 1930. 


8* 
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c) Bestimmung der Schmelzpunkte. 
Die Schmelzpunkte bestimmt man in Schmelzpunktréhrehen von 
0,1 em lichter Weite. Man heizt die Badfliissigkeit bis etwa 25° unter dem 
Schmelzpunkt an, taucht die Réhrchen ein, erhitzt weiter um je 2° in de: 
Minute! und liest den Schmelzpunkt auf halbe Grade genau ab. Die Zehnte! 
grade ergeben sich aus der Berichtigung. 


d) Umsetzungen der reinen 3, 4-Dioxyphenylessigsdure. 

Die reine 3, 4-Dioxyphenylessigsiure soll Lackmus réten, frische 
5°.ige wasserige Eisen-(3)-chlorid-Lésung griinen und _nachfolgendes 
Natriumcarbonat réten?. In wasserigen Lésungen abnehmenden Gehalts 
soll sie Priifstreifen® von Mehlwiirmern (Tenebrio molitor L.) nach Art und 
Ma’ genau so braéunen wie kiinstliche 3, 4-Dioxyphenylessigsaure ‘. 


2. Arbeitsvorsehrift zur Methylierung der 3, 4-Dioxyphenylessigsiure. 


In je einem 25-ecm-Rundkolben lést man 0,005 g der 3, 4-Dioxy- 
phenylessigsiure und zum Vergleich 0,005 g kiinstliche in 1,2 ecm 
wasserfreiem Methylalkohol und versetzt mit 2 ccm einer 2,5°,igen 
frischen, wasserfreien, atherischen Diazomethan-Lésung®. Am Siede- 
stein entwickelt sich lebhaft Gas, und die Lésung entfarbt sich nach 
kurzer Zeit. Man setzt von neuem 2 ccm der Diazomethan-Lésung 
hinzu und JaBt das Ganze tiber Nacht im Eisschrank stehen. Am nachsten 
Morgen ist die Lésung wiederum entfarbt und die Umsetzung beendet. 

Den Ather verdampft man versichtig an der Wasserstrahlpumpe 
und verseift den dligen Riickstand, 3, 4-Dimethoxy-phenylessigsaure- 
methylester, mit 1,5 cem 50% iger Kalilauge binnen einer Stunde im 
siedenden Wasserbad. Man macht mit etwa 2,1 cem 25°, iger Salz- 
siure kongosauer, gieBt gegebenenfalls vom ausgefallenen Kaliumchlorid 
ab und wiascht es dreimal mit je 5ccm Ather nach. Mit demselben 
Ather, in Anteilen von je 5 ccm, schiittelt man die abgegossene Lésung 
dreimal aus. Die atherische Lésung trocknet man durch Schiitteln 
mit mehr und mehr wasserfreiem Magnesiumsulfat, bis sich das anfangs 
zusammenklumpende Salz fein verteilt, filtert und verdampft den 
Ather. Man bewahrt den Riickstand unter Minderdruck iiber Phosphor- 
pentoxyd auf. Dann wird er in 10 bis 36 Stunden kristallisch. So 
lassen sich sogar noch 0,002 g 3, 4-Dioxyphenylessigsdure mit 85°, 
Ausbeute methylieren. Bei geringeren Mengen nimmt die Ausbeute 
allerdings ab. 


! Im Riihrgerat; vgl. H. SchmalfuB u. H. Barthmeyer, Mikrochemie 11, 
6—16, 1932. 2 Dieselben, ebenda 8, 245—-251, 1930. — 3 Dieselben, 
ebenda 8, 247, 1930; dort auch Schrifttum. — 4 H. SchmalfuB, A. Heider 
u. K. Winkelmann, diese Zeitschr. 257, 188—-193, 1933. — ° Hergestellt 
nach L. Gattermann, ,,Praxis des organischen Chemikers‘. Berlin u. Leipzig, 
Walter de Gruyter & Co., 1930. 22. Aufl., S. 259. Der Gehalt der athe. 
rischen Lésung an Diazomethan wurde bestimmt nach E. Marshall jun. 
u. S. Acree, Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 48, 2323, 1910. 
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Die entstandene 3, 4-Dimethoxyphenylessigsaure ist fliichtiger als 
3, 4-Dioxyphenylessigsiure. Deshalb treibt man sie im Absaugréhrchen 
mit eingesetztem Kiihlerchen bei 110° und 0,1 mm Druck empor. Die Di- 
methoxysaure setzt sich sofort kristallisch ab. Sie rétet feuchtes Lack- 
muspapier, gibt aber keine Farbungen mit Eisen-(3)-chlorid Natrium- 
carbonat. 


Man reinigt die Kristalle, indem man sie in einem Réhrchen von 
3cm Lange und 0,6 cm lichter Weite in drei bis vier Tropfen Chloroform 
lost, das man mit einem Haarrohr von 0,1 cm lichter Weite entnimmt. 
List sich die 3, 4-Dimethoxysaure nicht ganz klar, so filtert man die 
Lésung durch ein Filterhaarrohr?. 


Zur nunmehr klaren Lésung fiigt man aus einem Haarrohr tropfen- 
weise etwa die vierfache Menge Petrolither vom Siedepunkt 30 bis 50°, 
bis keine Saure mehr ausfallt. Reiben mit einem Glasstab beschleunigt 
das Absetzen. Die tiberstehende Fliissigkeit hinterlaBt abgegossen 
und verdampft wenig Saure, die man gesondert reinigt. 


Alle gefallte Saure wascht man mit !/, ccm eines Gemisches von 
1 Raumteil Chloroform und 4 Raumteilen Petrolither, lést nochmals 
in Chloroform, fallt und wascht. Nur gewaschene Saure zeigt, nach 
zwei Tagen kristallisch, den richtigen Schmelzpunkt von 96 bis 97°. 


Einzelheiten. 

Rosenkdfer Cetonia aurata L. 47 ausgefarbte Kafer? standen zur Ver- 
fiigung, die Schmalfuss im Mai 1934 in der Umgegend von Bozen gesammelt 
hatte. Die Rosenkafer haben einen sehr harten Panzer, der auf der Oberseite 
in metallischem Griin erglinzt, einer Scheinfarbe, die je nach Beleuchtung 
rot oder griin schillert. Die Fliigeldecken sind innen braun und im 
Gegensatz zu den Fliigeldecken ausgefarbter Mai-(und Mehl-)kafer, bei 
denen die Atemréhren gut zu erkennen sind, undurchsichtig. 


Vom Hautpanzer entfernten wir anhaftende Gewebe mit der Nadel. 
05g, je 47 Hals- und Dreieckschilde gemeinsam verarbeitet, ergaben 
0,0026 g 3, 4-Dioxyphenylessigséure (= 0,52°,). 2,0g Bruststiicke (ohne 
Beine) und Bauchringe ergaben 0,009g 3, 4-Dioxyphenylessigsaéure 
(= 0,45°,). 1,0 g Fliigeldecken (= 24 Stiick) ergaben 0,0035 g 3, 4-Dioxy- 
phenylessigséure (= 0,35°,). Die gewonnenen Sauren lésten sich, wohl 
infolge geringer Verunreinigungen, etwas schwerer in Methylalkohol als die 
3, 4-Dioxyphenylessigséure aus Maikifern oder auch die kiinstliche reine 
Saure. 

Diazomethanlésung fallte einen leichten flockigen Niederschlag, der 
wahrscheinlich von diesen Begleitstoffen herriihrte. Wir entfernten ihn 
durch Filtern. 


! H. SchmalfuB u. H. Barthmeyer, Mikrochemie 8, 247, 1930; dort auch 
Schrifttum. * Die Kafer waren mit Essigesterdampf getétet, getrocknet 
und in Papierrollen mit WatteverschluB aufbewahrt worden. Herr Dr. Weidner 
vom Zoologischen Staatsinstitut Hamburg hatte die Freundlichkeit, die 
Bestimmung der Kafer zu iiberpriifen. 
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Rosenkdfer Potosia cuprea F. 21 ausgefarbte Kafer standen zur Ve: 
fiigung. Davon waren 6 als unbeabsichtigter Beifang 1936 mit den Maikaferi 
aus Bruchsal (Baden) gekommen. Die iibrigen hatte Schmalfuss im Mai 1934 
bei Bozen gesrammelt!. Wir verarbeiteten alle Hautpanzer (= 1,9 g) in 
einem Arbeitsgang und gewannen 0,007 g 3, 4-Dioxyphenylessigsiure 
(= 0,37 4). Die gewonnene Saure verhielt sich ebenso wie die aus 
Cetonia aurata L. 

Maikdfer Melolontha hippocastani F. Die ausgefarbten Kafer waren 
im Mai 1936 in Bruchsal (Baden) gesammelt worden. Von den eben ent- 
haupteten Tieren rupften wir die Fliigeldecken noch lebensfrisch und ver- 
wahrten sie luftdicht verschlossen unter schwefeldioxydhaltigem ? Petrolather 
vom Siedepunkt 65 bis 95° im Dunkeln. Beim Ausziehen der Farbvorstufe 
mit 10° ,iger Salzsaure (die 2°, Schwefeldioxyd enthielt) wurde das Kafer- 
pulver durch das mehrmalige Kochen schleimig. Das erschwerte das Alb. 
saugen. Hier kann Abschleudern das Arbeiten erleichtern. 

Die Ausbeuten an den 3, 4-Dimethoxy-phenylessigsiuren betrugen 
84 bis 99°,, bezogen auf die jeweilige 3, 4-Dioxyphenylessigsaure. 


Ergebnisse. 


Tabelle I. Ausbeute an 3,4-Dioxyphenylessigsaiure bei den ver- 
schiedenen Kafern. 





Ausgangs- Roh- Reinausbeute 
menge ausbeute 


9/5 g 





= ———— 


Cetonia aurata L. 5 0,5 0,01 0,3 


Potosia cuprea F. ees 0,5 0,007 0,4 
Melolontha hippocastani F. .... 5, 0,01 0,03 


Tabelle II. Berichtigte Schmelzpunkte der 3,4-Dioxyphenylessig- 
sauren, 





I Misch- 
i} schmelzpunkt 
i} Schmelzpunkt |-der gewonnenen 
| der gewonnenen | Saure 
Saure mit kiinstlicher 
| — 3,4-Dioxy- 
phenylessigsiure 


Schmelzpunkt 
der kiinstlichen 
3, 4-Dioxy- 
phenylessigsiture 


Cetonia aurata L. 129° 129° 129° 
Potosia cuprea F. 130 129,5 129,5 
Melolontha hippocastani F. ....) = -129,5 129,5 129,5 


1 Die Kafer waren mit Essigesterdampf getétet, getrocknet und in 
Papierrollen mit WatteverschluB aufbewahrt worden. Herr Dr. Weidner 
vom Zoologischen Staatsinstitut Hamburg hatte die Freundlichkeit, die 
Bestimmung der Kafer zu iiberpriifen. — ? Schon T. Torquati (Arch. «i 
Pharmacol. Sperim. 15, 308—-312, 1913) und M. Guggenheim (Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 88, 276—284, 1913) wandten Schwefeldioxyd an, um 
den Luftsauerstoff unschadlich zu machen. H. SchmalfuB u. H. Werner. 
(Zeitschr. f. induktive Abstammungs- und Vererbungslehre 41, 323, 1926) 
verwendeten Schwefeldioxyd, um Schwarzstoff (= Melanin) zu bleichen 
Beide Wirkungen sind hier erwiinscht und unschadlich, wie Vergleichs- 
versuche mit und ohne Schwefeldioxyd am Hautpanzer von Mehlkafern 
(Tenebrio molitor L.) zeigten. 
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Tabelle IIT. 
Berichtigte Schmelzpunkte der 3,4-Dimethoxy-phenylessig- 
sauren. 





Misch- 
schmelapunkt 
der gewonnenen Schmelzpunkt 
Dimethoxy- der kiinstlichen 
sduren Dimethoxysiure 
mit kiinstlicher 
Dimethoxysdure 


Schmelzpunkt 
|| der gewonnenen 
Dimethoxy- 
siiuren 


Ausgangsstoffe 


Cetonia aurata L. 97,6° 97,69 97,6° 
Potosia cuprea F. 96,6 97,0 97,5 
Melolontha hippocastani F..... 96,6 96,6 97,6 
Kinstliche 3, 4 - Dioxypheny!1- 

essigsaure 96,9 97,1 97,6 


Zusammenfassung. 


1. Der Hautpanzer enthalt bei den Rosenkafern Cetonia aurata L. 
und Potosia cuprea F. und beim Maikafer Melolontha hippocastani F. 
3, 4-Dioxyphenylessigsiure, zum mindesten teilweise in gebundener 
Form. 

2. Verschiedene Teile des Hautpanzers enthalten beim Rosenkifer 
Cetonia aurata L. teils gebundene 3, 4-Dioxyphenylessigsaure. 

3. Die 3, 4-Dioxyphenylessigsiure ist nur bei diesem Rosenkifer 
teilweise fiir Ather zuganglich, beim Maikafer nicht. 

4. Die 3, 4-Dioxyphenylessigsiure wurde durch Schmelzpunkt und 
Mischschmelzpunkt mit kiinstlicher 3, 4-Dioxyphenylessigsdure  ge- 
kennzeichnet und in Mengen von 0,002 bis 0,005 g in 3, 4-Dimethoxy- 
phenylessigsiure-methylester und weiter in 3, 4-Dimethoxy-phenyl- 
essigsiure tibergefiihrt, die ebenfalls durch Schmelzpunkt und Misch- 
schmelzpunkt gekennzeichnet wurde. 

5. Die Reinausbeuten an 3, 4-Dioxyphenylessigsiure betrugen 
beim Hautpanzer der Rosenkafer etwa 0,3 bis 0,4%, beim Maikafer 
0,03%,. 





Zur Frage der Bildung und Zerstérung von Tyramin 
durch Nierengewebe. 


Von 
H. A. Heinsen. 


(Aus der Medizinischen- und Nervenklinik der Universitat GieBen.) 


(Eingegangen am 15, September 1937.) 


Vor einiger Zeit berichtete ich iiber die Bildung von Tyramin im 
Organismus des Warmbliiters (1) und konnte im Pankreas des Rindes 
das Vorkommen einer Tyrosindecarboxylase nachweisen. Alle iibrigen 
Organe wie Leber, Lunge, Nieren, Milz und Muskulatur waren nicht 
imstande, in Autolyseversuchen Tyramin zu bilden. Besonders Nieren- 
gewebe wurde eingehend untersucht. Es fand sich, daB weder lebende 
Nierenschnitte noch Nierenbrei oder Nierenextrakte von verschiedenen 
Tieren (Hunden, Rindern, Meerschweinchen und Kaninchen) eine 
Tyrosindecarboxylase enthielten. Ich kam in diesem Zusammenhang 
zu einer Ablehnung der Versuche von Schuler und Mitarbeitern iiber die 
Tyraminbildung durch lebende Nierenschnitte und wies dabei auf die 
Unzulanglichkeit der angewandten Methodik hin. 

Vor kurzem teilten nun wiederum Werle und Mennicken (2) mit, 
daB sie mittels Nierenextrakten von Meerschweinchen und Kaninchen 
eine Tyraminbildung aus Tyrosin erzielen konnten. Der Nachweis des 
angeblich neugebildeten Tyramins geschah in der Weise, dab die 
Extrakte nach entsprechender Exposition Hunden intravenés gespritzt 
wurden, wobei eine Blutdrucksteigerung beobachtet wurde. Aus dieser 
Tatsache schlieBen die Autoren auf das Vorhandensein von neugebildetem 
Tyramin. 

Obwohl mir diese Art von Nachweis kein Beweis fiir eine Bildung 
von Tyramin, sondern héchstens fiir die Entstehung eines blutdruck- 
steigernden Stoffes zu sein scheint, habe ich die Untersuchungen von 
Werle und Mennicken nachgepriift und will im folgenden kurz dariiber 
berichten. 

Versuche tiber die Bildung von Tyramin. 


Die Nierenextrakte und Ansaitze wurden von mir genau nach der 
von Werle und Mennicken (2) (3) angegebenen Methodik dargestellt. 
deren ausfiihrliche Beschreibung ich mir daher ersparen kann. 

Die Aufarbeitung der exponierten Ansitze geschah dann in folgende! 
Weise: EnteiweiBen mit Trichloressigsiure, quantitative Filtration. Mehr- 
maliges Ausschiitteln mit Ather bei saurer Reaktion, Alkalisieren mit 
Soda und Erschépfen mit Ather im modifizierten Kutscher-Steudelschen 
Extraktionsapparat (4). Aufnehmen des Extraktes in 2 ccm n Schwefel- 
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siure, darin Nachweis des Tyramins mit der von mir ausfiihrlich beschrie- 
benen Tyraminreaktion (5). — Diese Reaktion ist an sich zwar keineswegs 
spezifisch, worauf bereits von ihren Entdeckern (6) und von mir hingewiesen 
wurde; sie wird es jedoch durch die oben beschriebene spezifische Auf- 
arbeitung, die alie anderen Substanzen, die eine Mitreaktion geben kénnten, 
ausschaltet. Die Empfindlichkeitsgrenze der Reaktion liegt bei 0,01 mg 
Tyramin, so daB also noch Spuren damit nachgewiesen werden kénnen. 
Die Tabelle I gibt Beispiele meiner Versuche wieder. Die Ansatze 
wurden, wie bei Werle und Mennicken, 7 Stunden bei 37° gehalten, wenn 
nicht anders angegeben wird. Als Pufferldsung wurde nach Werle und 
Mennicken 0,2 mol. sekundares Natriumphosphat verwandt, was iibrigens 
einem pu von 9,0(!) entspricht; auBerdem die physiologische Salzlésung 
nach Krebs (7) mit einem py von 7,4. Zu den Ansatzen, die keinen Nieren- 
extrakt enthalten, wurde die gleiche Menge Wasser hinzugefiigt. 


Tabelle I. 





Ansatz Tyraminreaktion 


Nierenextrakt + Puffer + 10mg Tyrosin negativ 
Nierenextrakt + Puffer = 
Puffer + 10 mg Tyrosin a 


Puffer + 1 mg Tyraminchlorid positiv 
” + 0,5 ” ” ” 


Wie aus Tabelle I ersichtlich, war in den Ansaitzen mit und ohne 
Tyrosinzusatz niemals eine Tyraminbildung nachweisbar. Bei der 
hohen Empfindlichkeit der Tyraminreaktion waren mir selbst Spuren 
nicht entgangen, keinesfalls aber soleche Mengen, wie sie von Werle 
und Mennicken in ihren Versuchen angegeben werden (1 mg Tyramin- 
chlorid aus 10 mg Tyrosin!). Da ein Verlust bei der Aufarbeitung 
nicht auftritt, beweisen unter anderem die Ansiatze 4 und 5 mit Tyramin- 
zusatz. 

Ich kann also die Ergebnisse der Untersuchungen von Werle und 
Mennicken iiber eine Tyraminbildung durch Nierenextrakte nicht be- 
stitigen. Es soll zwar nicht bestritten werden, da®B sich in ihren An- 
sitzen ein blutdrucksteigernder Stoff gebildet hat: er ist jedoch nicht 
identisch mit Tyramin. Meine jetzigen Untersuchungen ergianzen also 
vollig die von mir friiher angestellten Versuche, auf Grund derer ich 
die Behauptung aufgestellt habe, daB ,,das Vorkommen einer T yrosin- 
decarboxylase im Nierengewebe bisher durch nichts bewiesen ist.‘ 


Versuche iiber den Abbau von Tyramin. 


Bei meinen friiheren Untersuchungen iiber die Tyraminbildung 
durch lebende Nierenschnitte (1), die bekanntlich auch schon negativ 
ausfielen, war mir aufgefallen, dali zu den Schnitten zugesetztes T yramin 
nach einer bestimmten Expositionsdauer von mir nicht mehr nach- 
gewiesen werden konnte. Da die Versuche hieriiber bisher nicht ab- 





122 H. A. Heinsen: 


geschlossen waren und mittels einer inzwischen ausgearbeiteten quanti. 
tativen Methode noch weitere Untersuchungen angestellt werden 
sollten, wurden sie bisher nicht veréffentlicht. 

Im Verfolg der obigen Nachpriifungen habe ich jedoch dann wieder 
den Versuch unternommen festzustellen, wie sich Tyramin bei Zusatz 
von Nierenextrakt verhalt. 

Die Versuchstechnik ist die gleiche, wie sie bereits oben beschrieben 
wurde. Extrakte und Ansitze wurden nach Werle und Mennicken dar- 


gestellt; als Puffer diente 0,2 mol. sekundires Natriumphosphat (px 9,0) 
und physiologische Salzlésung nach Krebs (px 7,4). 


Tabelle II. 





Ansatz Tyraminreaktion 


Nierenextrakt + Puffer + 0,5 mg Tyraminchlorid negativ 
Nierenextrakt + Puffer + 0,5 ,, ee positiv 
(sofort nach dem Mischen enteiweiBt und auf- 
gearbeitet !/ ) 
Puffer + 0,5 mg Tyraminchlorid 


Die Beispiele der Tabelle II zeigen, daB nach einer Expositions- 
dauer von 7 Stunden bei 37° ein vélliger Abbau des zugesetzten T yramins 
durch den Meerschweinchennierenextrakt stattgefunden hat. Ein Ver- 
schwinden bei der Aufarbeitung ist auszuschlieBen, denn in dem sofort 
nach dem Mischen enteiweiBten und aufgearbeiteten Ansatz 2 fiilt 
die Tyraminreaktion eindeutig positiv aus, ebenso im Ansatz 3 ohne 
Zusatz von Nierenextrakt. 

Es findet also eine eindeutige Zerstérung von T'yramin durch Nieren- 
extrakt statt, eine Tatsache, die ebenfalls gegen die Versuchsergebnisse 
von Werle und Mennicken spricht. Tyramim wird also durch Nieren- 
gewebe vom Meerschweinchen nicht nur nicht gebildet, sondern sogar 
abgebaut. 

Damit wurde der Nachweis einer T yraminase im Nierengewebe des 
Warmbliiters erstmalig erbracht. 

Auf die quantitativen Verhaltnisse der Tyraminbildung und des 
Tyraminabbaus im Warmbliiterorganismus, insbesondere in der Niere. 
werde ich demnachst mittels einer inzwischen ausgearbeiteten neuen 
Methodik (4) ausfiihrlich eingehen. 


Zusammenfassung. 


1. Die Untersuchungen von Werle und Mennicken iiber die Bildung 
von Tyramin durch Nierenextrakte vom Meerschweinchen konnten 
nicht bestatigt werden. Im Einklang mit friiheren eigenen Unter- 
suchungen war eine T'yraminbildung dabei nicht nachweisbar. Das 
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Bildung und Zerstérung von Tyramin durch Nierengewebe. 


Vorkommen einer T'yrosindecarboxylase im Nierengewebe des Warm- 
bliiters ist bisher durch nichts bewiesen. 

2. Nierenextrakte vom Meerschweinchen haben die Fahigkeit, 
cugesetztes T'yramin zu zerstéren und abzubauen. In Ergainzung zu 
friiheren eigenen Untersuchungen konnte damit erstmalig der Beweis 
fir das Vorkommen einer Tyraminase im Nierengewebe des Warmbliiters 
erbracht werden. 

Literatur. 

1) Heinsen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 245, 1, 1936. — 2) Werle u. 
Mennicken, diese Zeitschr. 291, 325, 1937. — 3) Werle u. Hermann, ebenda 
291, 105, 1937. — 4) Heinsen, erscheint demnachst. — 5) Heinsen u. Wolf, 
Zeitschr. f. klin. Med. 128, 213, 1935. — 6) GerngroB, VoB u. Herfeld, Ber. 
d. Deutsch. chem. Ges. 66, 435, 1933. —- 7) Krebs, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
217, 191, 1933. 


Anmerkung bei der Korrektur. Soeben ist eine Arbeit von Holtz! 
erschienen, die sich ebenfalls mit der Tyraminbildung durch Nieren- 
gewebe befaBt. Die Arbeit stellt im groBen und ganzen etwa eine Wieder- 
holung der Untersuchungen von Werle und Mennicken dar und be- 
statigt mit der gleichen (pharmakologischen) Methodik deren Ergebnisse. 
Auch Holtz zieht auf Grund einer Blutdrucksteigerung der Extrakte den 
SchluB, daB neugebildetes Tyramin vorliegt, ohne den Versuch eines 
chemischen Nachweises unternommen zu haben. Es eriibrigt sich also, 
auf diese Arbeit besonders einzugehen, da sie nichts Neues bringt: 
ich verweise auf meine obigen Ausfiihrungen. — Es sei allerdings noch- 
mals mit aller Deutlichkeit betont, daB meiner Ansicht nach allein 
durch die pharmakologische Priifung von Gewebsextrakten, speziell 
durch die alleinige Untersuchung der Blutdruckwirksamkeit, niemals 
der endgiiltige Beweis fiir das Vorliegen einer bestimmten chemischen 
Substanz in diesen Extrakten erbracht werden kann. 


! Arch. exp. Path. u. Pharm. 186, 684, 1937. 





Uber die Absorptionsspektren organischer Stoffe 
in konzentrierter Schwefelsiure. 


I. Mitteilung: 
Ergebnisse an Kohlenhydraten. 


Von 
Fritz Bandow. 
(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Freiburg i. Br.) 
(Eingegangen am 12. August 1937.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Ankniipfend an unsere Absorptionsmessungen an Gallensauren, die 
in konzentrierter Schwefelséiure gelést sind (1), haben wir eine grobe 
Anzahl anderer organischer Stoffe in gleicher Weise untersucht und dabei 
zum Teil sehr bemerkenswerte Ergebnisse erzielt. Mit diesen Messungen 
sind wir noch weiter beschaftigt und werden tiber die verschiedenen 
K6rperklassen abschnittsweise berichten. 


Uber die Ausfiihrung der Versuche und die Darstellung der Er- 
gebnisse sind folgende allgemeine’ Bemerkungen voranzuschicken: 


Der molare Absorptionskoeffizient k wird auf Grund der Gleichung 
I = I,.10—*¢d berechnet; die Einheit der Sehichtdicke ist ecm. Ohne 
Umrechnung auf Normalkonzentration wird der Absorptionskoeffizient 
einer gegebenen Lésung mit « bezeichnet. Die Konzentration ¢ ist, wo nichts 
anderes bemerkt ist, als Molkonzentration des hinzugefiigten Stoffes ohne 
Beriicksichtigung seiner chemischen Umwandlung angegeben. Die Ab- 
sorptionskurven werden im allgemeinen den lég k darstellen; in manchen 
Fallen werden wir aber auch den unmittelbaren Zahlenwert des Absorptions- 
koeffizienten zu betrachten haben. Es wird das spektrographische Ver- 
fahren benutzt mit Funkenstrecke, rotierendem Sektor, Doppelbalyrohr (2). 
Hiijfnerschem Prisma und Quarzspektrograph; der MefSbereich erstreckt 
sich von 2200 bis 5600 A. Wegen der Auswertung der Platten und der 
Fehlergrenze dieses Verfahrens kann auf die vorhandenen zusammen- 
fassenden Darstellungen verwiesen werden (3). Die Schichtdicke betrug 
0,01 bis 5em; durch passende Verdiinnung wurde es vermieden, daB cic 
ganz kleinen Schichtdicken, die nur mit geringerer Genauigkeit einstellbar 
sind, fiir die Auswertung benétigt werden. Der Sektor schwachte das Licht 
auf !/,,. —- Fiir ergainzende Beobachtungen im Sichtbaren standen ein 
Gitter-MeBspektroskop nach Loewe-Schumm sowie ein Spektrophotometer 
nach Kénig-Martens zur Verfiigung'. 


' Die optischen Gerate sind gréBtenteils Leihgaben der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft ; auBerdem haben wir der Freiburger Wissenschaft - 
lichen Gesellschaft fiir eine Unterstiitzung zu danken. 
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Absorptionsspektren organischer Stoffe in konz. Schwefelsaure. I. 125 


Die meisten Messungen wurden in konzentrierter Schwefelséure durch- 
gefiihrt, die keine in unseren Mebbereich fallende Absorption aufweist 
(. oberhalb 2200 A < 0,2 em-!); spezifisches Gewicht 1,84; etwa 96 °,, H,SO,; 
pro analysi; Merck. Eine Reihe von Messungen wurde ferner in Phosphorsaure 
angestellt ; spezifisches Gewicht = 1,7; etwa 83°,, H, PO,; proanalysi; Merck. 
Sie zeigt im kurzwelligen Ultraviolett erhebliche Eigenabsorption; der 
Absorptionskoeffizient betraigt bei 3000 A 0,2cm~'; bei 2700 A 0,8; bei 
2400 A 1,6. Diese Absorption ist im folgenden bei allen Messungen ab- 
gezogen, was sich bei Verwendung des Doppelbalyrohres in einfachster 
Weise ergibt. Andere Lésungsmittel und Verdiinnung der Schwefelsaéure 
z. B. mit Wasser oder Alkohol wurden mehrfach versucht. Die meisten 
Messungen wurden einen Tag nach dem Einbringen der Substanz in die 
Schwefelséure ausgefiihrt; die Anderung der Absorption mit der Zeit ist in 
vielen Fallen nicht erheblich, besonders fiir die Gliederung des Spektrums 
im allgemeinen nicht entscheidend. Alle Lésungen wurden bei Zimmer- 
temperatur in Schliffreagensglisern aufbewahrt. Die Verdiinnung der Saure 
wurde so vorgenommen, dafi keine erhebliche Temperaturerhéhung eintrat. 


Bei der groBen Fiille der Stoffe, die in den Kreis der Messungen ein- 
bezogen wurde, konnte noch nicht auf alle Feinheiten geachtet werden; es 
wire sonst die Gewinnung des gewiinschten Uberblicks mit einem verniinf- 
tigen Aufwand an Mitteln unméglich gewesen. Dagegen wurden die Haupt- 
erscheinungen durch mehrfache Versuche gesichert. Es wurden die reinsten 
Priparate des Handels verwandt, hauptsichlich von den Firmen Merck 
und Schering-Kahlbaum bezogen. Stets wurde auf die Fluoreszenzhelligkeit 
der Schwefelséurelésungen geachtet. Die Reaktion der Cholsaéure, die be- 
kanntlich eine sehr starke griine Fluoreszenz liefert, bildete ja den Ausgangs- 
punkt fiir diese Arbeiten. Quantitative Vergleiche haben wir mit dem 
Stufenphotometer durchgefiihrt; wir gedenken sie fiir geeignete klinisch 
wichtige Stoffe weiter auszubauen und werden dariiber spater berichten. 
Doch ist schon jetzt zu betonen, daB die einfache Photometrierung dieser 
in allen bisher untersuchten Fallen spektral sehr verwaschenen Emissionen 
nur dann fiir einen quantitativen Nachweis der betreffenden Stoffe geeignet 
ist, wenn die chemische Vorbehandlung des klinischen Materials eine ein- 
wandfreie Abtrennung erméglicht. In den folgenden Abschnitten werden 
wir jeweils einige qualitative Bemerkungen iiber die beobachtete Fluoreszenz 
einfiigen. 


Kohlenhydrate. 


Bisherige Kenntnis. Die Zucker gehéren zu den Stoffen, die in dem 
Spektralbereich von 2000 bis 8000 A eine sehr geringe Lichtabsorption 
aufweisen. Fiir eine Reihe von Hexosen und Pentosen ist gezeigt worden, 
daB in sehr reinen wasserigen Lésungen nur eine schwache ,,End- 
absorption’: ohne Selektivitat auftritt. Da die Carbonylgruppe als 
Chromophor bekannt ist (4), hat man daraus geschlossen, daB die Zucker 
in diesen Lésungen nicht in nachweisbarem Mabe freie Aldehyd- oder 
Ketogruppen enthalten (5), was auch mit rein chemischen Unter- 
suchungen im Einklang steht!. 


1 In Lavuloselésungen bleibt eine selektive Absorption starker erhalten 
als bei anderen Zuckern (7). 
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Die spektralen Erscheinungen, die bei der Behandlung der Zucker mit 
Alkalien auftreten, sind eingehend untersucht worden (5) (6). Der alkalische 
Abbau der Zucker geht wohl tiber C,-Ketten, wobei dem Methylglyoxal| 
besondere Bedeutung beigemessen wurde. Bei lingerer Einwirkung der 
Alkalien entstehen Banden von mittlerer Héhe (log k bis zu 2) im Bereich 
von etwa 2800 bis 3100 A, wozu noch schwache von der Zuckerart ab- 
hangige Banden im langwelligen Ultravioiett und im Blau _ hinzutreten 
kénnen. Ein Eingehen auf die Einzelheiten ist-an dieser Stelle nicht not- 
wendig. 

Von den Abkémmlingen der Zucker sind die Osazone hervorzuheben, da 
ihre molaren Absorptionskoeffizienten bis iiber 10000 ansteigen. Die Haupt- 
banden liegen bei etwa 3800A (log k = 4,2) und 2550A (logk = 4,1), 
getrennt durch ein Minimum der Absorption bei 2800 A (log k = 3,6). 
Die verschiedenen Zucker ergeben geringe Unterschiede (8). 

Uber die Verharzung und Verkohlung der Zucker durch die Kin- 
wirkung starker Sauren liegen schon viele Arbeiten vor, die hier im 
einzelnen nicht angefiihrt werden kénnen. Eine Untersuchung cer 
dabei auftretenden Absorptionsspektren ist uns nicht bekannt geworden' 
Verschiedene Farbreaktionen der Zucker — z. B. mit Ph avlen und 
Naphtholen — werden in Gegenwart von Schwefelsiure vorgenommen, 
wobei die Bildung von Furfurol wesentlich ist (9). Schwefelsdure allein 
wird zur schnellen Unterscheidung von Rohrzucker und Laévulose 
einerseits, Lactose und Glucose andererseits verwandt; bei vorsichtiger 
Unterschichtung der Lésungen mit konzentrierter Schwefelsaure farbt 
sich die Beriihrungszone nur mit Lavulose und Rohrzucker braun. 
Wir werden im folgenden sehen, daB alle Zucker praktisch die gleiche 
Reaktion geben, wenn sie mit konzentrierter Schwefelsaure behandelt 
werden. Die hier vorliegende Unterscheidungsméglichkeit zwischen 
Aldosen und Ketosen beruht also auf der verschiedenen Reaktions- 
geschwindigkeit, worauf wir weiter unten noch zuriickkommen, vielleicht 
auBerdem auf verschiedener Empfindlichket der Reaktion gegeniiber 
Verdiinnung der zugegebenen Schwefelsiure durch Wasser aus der 
Zuckerlésung. Tatsichlich hat man gefunden, daB Lavulose bei Ein- 
wirkung von 80% iger H,SO, unter bestimmten Versuchsbedingungen 
binnen 2,5 Stunden zu 74% zerst6ért wird, wahrend die Zerstérung von 
Glucose unter gleichen Bedingungen unter 1 °%, bleibt, bei Mannose 2,3 ° , 
und bei Arabinose 15,5° betragt (10). 


Bei langerer Einwirkung von konzentrierter Schwefelsiure auf 
Zucker entsteht ein Gemisch verschiedener Stoffe, von denen neben den 
sogenannten Huminstoffen besonders Furfurol bzw. Methyl- und Oxy- 
methylfurfurol von Bedeutung sind. Das Absorptionsspektrum von 
Furfurol ist schon bekannt (6) (11) und wird weiter unten im Zusammen- 
hang angegeben werden. Unter bestimmten Arbeitsbedingungen. 


' Nur (6) kame hier in Betracht. 
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was Konzentration und Temperatur anlangt, entstehen auch unldsliche 
stoffe, welche bei den verschiedenen Zuckern verschieden viel aus- 
machen; im allgemeinen bleibt ihr Betrag unter 10°, der Ausgangs- 
menge (12). 


Die Absorptionsspektren der Zucker in konzentrierter Schwefelsdure. 

In Abb. 1 sind einige Absorptionskurven zusammengestellt, die 
in konzentrierter Schwefelséure einen Tag nach dem Ansatz der Lésungen 
vgewonnen wurden. Es wurden im allgemeinen 5 bis 10 mg Zucker in 
10 com H, SO, eingewogen; Verdiinnungen fiir die Aufnahmen wurden 
kurz vor dem Versuch vorgenommen. Wenn man der Berechnung von k 














2400 2800 3200 3600 4000 $400 


Abb. 1. Zucker in Schwefelsiiure. 
—— Glucose, HCO .(CHOH),.CH,OH. 
~~- Arabinose, HCO .(CHOH),.CH,OH. 
-~— Rhamnose, HCO .(CHOH),.CHs;. 
Mannose, HCO .(CHOH),.CH,OH. 
-—+— Glucose, 62% H,SO, nach Ansatz in 96% H,SO,. 
1 bis 4 in 96% H,SO,. 


das Molekulargewicht der Monose zugrunde legt, aus der die untersuchte 
Biose oder Polyose aufgebaut ist, besteht kein Unterschied in den 
Kurven fiir Glucose und Maltose (Glucobiose) und den aus Glucose 
zusammengesetzten Polysacchariden Starke, Glykogen und Cellulose 
(reine Watte oder Filtrierpapier). Alle diese Zucker geben ein Haupt- 
maximum der Absorption bei 3240 A und eine zweite erheblich 
schwachere, aber immer noch starke Bande bei 2580 A; beide Banden 
sind durch ein wohl ausgeprigtes Minimum der Absorption getrennt. 
Bemerkenswert und bei allen Zuckern zu finden ist der sehr gleich- 
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maBige, flache Absorptionsverlauf oberhalb 3600 A, auf den héchstens 
einige schwach selektive Banden aufgesetzt sind; im ganzen nimmt dic 
Absorption mit wachsender Wellenlange allmahlich ab. Besenders 
hervorzuheben ist die groBe Héhe der Hauptabsorption, die bei unseren 
Versuchsbedingungen noch einen sicheren Nachweis von 0,01 mg 
Glucose in 1 cem der Lésung = 0,1 mg in den zur Aufnahme ben6tigten 
10 ccm gestattet; selbstverstandlich wird diese Bestimmungsméglich- 
keit durch die Gegenwart anderer stark absorbierender Stoffe ver- 
schlechtert. Die Absorption im Sichtbaren, welche die dunkle, braune, 
bei héherer Konzentration undurchsichtig schwarze ,,Farbe‘ cer 
Lésungen bedingt, ist viel kleiner als die Absorption in dem Gebiet von 
2500 bis 3500 A. 

Ein sehr ahnliches Gesamtbild der Absorption wie Glucose ergeben 
noch Lavulose, Lactose, Rhamnose, Saccharose und Lavoglucosan, 
wobei fiir Rhamnose eine geringe Verlagerung der kurzwelligen Bande 
zu verzeichnen ist. Dagegen treten bei Arabinose und Mannose auler 
kleinen Verschiebungen in den Bandenlagen starke Anderungen in dem 
gegenseitigen Starkeverhaltnis der beiden Ultraviolettbanden auf. 
Das Uberwiegen der 3240-Bande, welches bei den anderen aufgezahlten 
Zuckern gefunden wurde, ist bei Mannose abgeschwacht und fiallt bei 
Arabinose ganz weg. Die Trennung zwischen den Zuckern mit iiber- 
wiegender 3240-Bande und denen mit etwa gleich starken Ultraviolett- 
banden ist nicht nach der Zahl’der C-Atome zu ziehen, auch nicht 
danach, ob es sich um eine Aldose oder Ketose handelt. Ausdehnung 
der Messungen auf weitere Zuckerarten wiirde die Ursache dieser Ver- 
schiedenheiten jedenfalls aufdecken kénnen; wir begniigen uns hier mit 
der Feststellung, daB alle bisher untersuchten Zucker in konzentrierter 
Schwefelsiiure bei 2500 bis 3500 A eine sehr starke, in zwei Banden 
unterteilte Absorption aufweisen, wobei die-Starke der Banden bei den 
éinzelnen Zuckern verschieden ist. 

Den EinfluB des Alters der Lésungen haben wir an einigen Bei- 
spielen untersucht. Die Reaktion, welche die Dunkelfarbung der 
Lésungen bedingt und zu den Absorptionsbanden im Ultraviolett fiihrt. 
verlauft verschieden schnell bei den einzelnen Zuckern (s. Tabelle [). 


Tabelle I. Uber die verschiedene Reaktionsgeschwindigkeit der 
Zucker in konzentrierter Schwefelsaure. 
« am Maximum (3240 A) fiir 100 mg-°, ige Lésungen. 





Alter: | Wenige Min. | 10 Min. 1 Std. 2stda. | 8 Std. 


Lavulose 30 45 65 
etwa 0,3 14 12 
Lactose 8,4 1] 
Lavoglucosan ... 4 21 
Mit weiter fortschreitender Zeit ergibt sich eine Angleichung le! 
e-Werte der verschiedenen Zucker. 





Verdi 
Abso1 
Einfh 
sei er 


wir 
nacl 
Auf 
farb 
daB 


in 2 


fens 

die 
lers 
ren 

mg 
ten 
ich- 
ver- 
ne, 

der 
von 


ben 
san, 
nde 
uber 
lem 
auf. 
Iten 

bei 
ber- 
jett- 
icht 
ung 
Ver- 
mit 
rter 
iden 
den 


Bei- 
der 
rt, 
e I). 


der 


Absorptionsspektren organischer Stoffe in konz. Schwefelsaure. I. 129 


In Traubenzuckerlésungen wird die Hauptabsorption erst nach einigen 
Minuten merklich, in Fruchtzuckerlésungen tritt sie sofort bei den 
ersten Messungen kraftig auf; Lavuloselésungen zeigen auBerdem schon 
wenige Minuten nach der Zugabe der Schwefelsiure zu dem festen 
Stoff eine deutliche Gelbfarbung. Auf diesem Unterschied in der 
teaktionsgeschwindigkeit beruht die weiter oben bereits angefiihrte 
Probe mit Schwefelsiure, die unter Zuckerlésungen unterschichtet 
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Abb. 2. Verschiedene Stoffe in konzentrierter Schwefelsiure. 
——— Sorbit, CH,OH .(CHOH),.CH,OH. 
—— Gluconsiure, COOH .(CHOH),.CH,OH. 
-~-—-— Zuckersiure, COOH .(CHOH),.COOH. 
Lavulinsiure, CH,.CO.CH,.CH,.COOH. 
Mannit, CH,OH .(CHOH),.CH,OH; '/, Stunde auf 100° erhitzt. 
Verdiinnung der H, SO, mit Wasser gibt bei Livulin- und Gluconsidure eine maGige Senkung der 
Absorption und Verlagerung nach kurzwellig; bei Sorbit hat die Wasserzugabe einen gré®eren 
EinfluB in der gleichen Richtung, wobei die Selektivitit stark verwischt wird. Als Nebenbefund 
sei erwihnt, da8 Sorbit in NaOH nur eine auSerordentlich geringe Absorption aufweist (log k ober- 
halb 2500 A unter 0). 


wird: im Gegensatz zu vielen Aldosen tritt mit Lavulose, einer Ketose, 
nach kurzer Zeit Braunfairbung in der Beriihrungsebene auf. Unsere 
Aufnahmen lehren, daB die Absorption im Ultraviolett dieser Ver- 
farbung im Sichtbaren im groben parallel geht. Doch ist zu bemerken, 
daB in alteren und in erhitzten Lésungen die langwellige Absorption 
in zunehmendem MaBe bevorzugt wird!. Im Laufe einiger Wochen 


1 An Arabinoselésungen ist eine maBige Verschiebung der Haupt- 
absorption nach dem langwelligen Gebiet mit dem Alter zu beobachten, 
besonders an der 2750-Bande. 


Biochemische Zeitschrift Band 294. 
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wird die Selektivitat der Ultraviolettbanden geschwacht, ist aber noch 
nach 4 Monaten stark ausgepragt. 


Das fiir Zucker kennzeichnende spektrale Verhalten ist bei den 
zugehorigen Alkoholen sowie bei einigen Oxydationsprodukten nicht 
zu finden. Mannit und Sorbit zeigen sehr geringe Absorption (Abb. 2), 
die bei beiden Stoffen sehr ahnlich ist; hohe Konzentrationen sind 
zum <Auftreten einer meBbaren Absorption erforderlich; die k-Werte 
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Abb. 3. Verschiedene Absorptionsspektren. 


Glucuronsiure in konzentrierter Schwefelsiiure, 
CHOH .(CHOH),.HC.COOH. 
| | 
. 8) 
Ascorbinsiure in konzentrierter Schwefelsiure, 
CO .COH=COH.HCO.HOCH.CH,OH. 
| 








desgleichen, 24 Tage alt. 
desgleichen, in schwach saurem Wasser. Li 
Mannose in konzentrierter Phosphorsiure, 1/5 Stunde auf 100° erhitzt. 
‘6 ——-— Glycerinaldehyd in konzentrierter Schwefelsiure, CH,OH.CHOH. CHO. 


bei 3240 A sind mehr als 1000mal kleiner als fiir die Zucker. Auch nach 
Erhitzen, welches bei den Zuckern die Reaktion beschleunigt, ohne 
die Form der Hauptbanden zu beeinflussen, bleibt die Absorption der 
Alkohole noch weit hinter den an Zuckern gemessenen Werten zuriick. 


Ebenso ist die Absorption derjenigen Sauren, die aus Glucose durch 
Oxydation der Aldehydgruppe bzw. der entsprechenden O-Briicke 
entstehen — Gluconsdure und Zuckersdure — nur gering (Abb. 2). Das 
gleiche gilt fiir die Lavulinsdure, die als Zuckerabbauprodukt bei der 
Einwirkung starker Mineralséuren bekannt ist. Glucuronsdure, bei der 
die Oxydation unter Bildung der Carboxylgruppe nicht an der Aldehyd- 
gruppe angegriffen hat, liefert in Schwefelsiure nahezu das gleiche 
Spektrum wie Glucose, doch ist die kurzwellige Bande abgeschwacht 
(Abb. 3). 
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Furfurol entwickelt in konzentrierter Schwefelsaure ein den Zuckern 
auBerordentlich ahnliches Absorptionsspektrum (Abb. 4), und zwar 
vleicht es der an Glucose beobachteten Form mit stark iiberwiegender 
3240-Bande. Die ins Sichtbare reichende Absorption bleibt bei Fur- 
furol hinter der Hauptabsorption noch weiter zuriick als bei Zucker, 
was besonders an alteren Lésungen deutlich hervortritt; die Absorption 
von Furfurol ist nach 1 Tag bei 3240 A etwa 500mal so gro8 wie bei 




















2400 
—-CH—CH 


I I 
Abb. 4. Furfurol | CH C.CHO | in verschiedenen Lésungsmitteln. 
5. Pg 


wei " 


1 ———_—_ in konzentrierter Schwefelsiure. 
2 —~——-— angesetzt in konzentrierter Schwefelsdure, verdiinnt mit Wasser 1: ¢ 
3 ——-— in Alkohol. 

angesetzt in konzentrierter Schwefelsiiure, verdiinnt mit Alkohol 1: 20. 


4000 A, wahrend dasselbe Verhaltnis bei Zuckerlésungen den Wert 100 
im allgemeinen nicht erreicht, meistens erheblich darunter bleibt. 
Da auch im Verhalten bei Verdiinnen der Schwefelsiure Furfurol und 
Zucker iibereinstimmen, kommen wir zu folgenden Schliissen: In 
erster Linie bestimmend fiir die Absorption der Zucker in konzentrierter 
Schwefelsaure ist die Bildung von Furfurol; Unterschiede von Pentosen 
und Hexosen, die darauf beruhen kénnten, da in dem einen Falle 
Furfurol, im anderen Falle Oxymethylfurfurol entsteht, sind bei unseren 
Versuchen nicht erkennbar!; die oben beschriebenen Unterschiede der 


1 Die Spektren von Furfurol und Oxymethylfurfurol sind nur sehr 
wenig verschieden (6). 


g* 
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einzelnen Zucker, die auf die Entstehung etwas verschiedener Reaktions. 
produkte hinweisen, bleiben noch ungeklart; im Gesamtbild sind sie 
nicht entscheidend. Da®B Glucuronsiure praktisch zu demselben Spek- 
trum fiihrt wie der zugehérige Zucker, paBt mit den chemischen Er. 
fahrungen zusammen (13). Lavulinséure, die unter verschiedenen 
Umlagerungen und unter Abspaltung von 2H,O und HCOOH aus 
Oxymethylfurfurol entsteht, ist an der Schwefelsaureabsorption der 
Zucker nicht wesentlich beteiligt. Die bei den Zuckern gegeniiber 
Furfurol starker entwickelte und mit der Zeit ansteigende Absorption 
im langwelligen Ultraviolett und im Sichtbaren ist auf das starkere 
Auftreten sonstiger Abbaustoffe bei den Zuckern unter der Einwirkung 
der Schwefelsiure zuriickzufiihren; diese kénnen jedoch, wie der Ver. 
gleich der Absorptionskurven lehrt, anfanglich keinen groBen Teil der 
Zuckermenge beanspruchen. 

Das Spektrum des Furfurols weicht in Schwefelsiure gegeniiber 
anderen Lésungsmitteln hauptsadchlich dadurch ab, daB es erheblich nach 
dem langwelligen Gebiet verlagert ist. AuBerdem ist die kurzwellige Bande 
in konzentrierter Schwefelsiure-starker entwickelt. Da8 Furfurol nicht 
tiefgreifend und bleibend von der Schwefelsiure veraindert wird, labt 
sich durch folgenden Versuch zeigen: Eine Furfurol-Schwefelsaure- 
lésung, einige Tage alt, wird mit Alkohol verdiinnt; das Absorptions- 
spektrum dieser Lésung stimmt in der Form praktisch vollkommen mit 
dem von Furfurol in Alkohol iiberein; die Bandenhéhe ist in schwefel- 
siurehaltigem Alkohol maBig gesenkt. Das gleiche Spektrum ergibt sich, 
wenn man zu alkoholischer Furfurollésung einige Prozent Schwefelsaure 
hinzufiigt. Es besteht also sowohl in konzentrierter Schwefelsaure 
wie auch in verdiinnter und in schwefelsiurehaltigem Alkohol weit- 
gehende Ubereinstimmung zwischen der Ultraviolettabsorption der 
Zucker, bei denen stets von konzentrierter Schwefelsiure ausgegangen 
wird, und der Ultraviolettabsorption des Furfurols, bei dem von schwefe!- 
saurer und von alkoholischer Lésung aus das gleiche Ergebnis erhalten 
wird. 

Die Absorption der Zucker in verdiinnter Schwefelsdure. 

Untersuchungen an Zuckerlésungen, die mit verdiinnter Schwefel- 
siure angesetzt wurden, haben wir nur wenige angestellt. 200 mg-°, 
Glucose zeigen in 62 %iger H,SO,* nach 1 Tage noch keine meBbare 
Absorption, log ¢ bleibt in dem ganzen Bereich oberhalb 2300 A unter 
—0,7, logk unter + 1,25. Die Absorption einer Milchzuckerlésung 
in 72%iger H,SO, zeigt nach einigen Tagen eine Bande bei 2900 A: 
log k = 2,35, nach Erhitzen = 3,15; die Absorption bleibt also weit 
hinter der mit 96°,iger Saure erreichbaren zuriick. Die Reaktion der 
Zucker geht demnach in Schwefelsiure von nicht sehr hoher Konzen- 
tration viel langsamer vor sich, was auch zugleich zeigt, daB es sich 


* Die Konzentrationen sind stets in Gewichtsprozent angegeben. 
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hierbei nicht um eine Wirkung der Wasserstoffionenkonzentration 
handelt, die ja in Schwefelsaure von mittlerer Konzentration am gréBten 
ist. Diese Ergebnisse entsprechen durchaus allgemeiner Kenntnis. 

Eine gréBere Anzahl von Messungen haben wir an Zuckerlésungen 
vorgenommen, die mit konzentrierter Schwefelsiure angesetzt und dann 
nach 1 Tage mit Wasser unter Vermeidung von Erwarmung verdiinnt 
wurden. Es ergab sich dabei stets eine sehr starke einheitliche Bande 
bei 2800 bis 2900 A (Abb. 1). Das Maximum ist bei denjenigen Zuckern, 
die in konzentrierter Schwefelsdure eine stark iiberwiegende 3240-Bande 
aufweisen, niedriger als diese Hauptabsorption in der konzentrierten 
Saure. Die Lage der 2900-Bande hangt nur wenig von der Saurekonzen- 
tration ab. Dieses Verhalten der Zucker-Schwefelsaurelésungen ist als 
fest zugeh6rig zu dem spektrographischen Zuckernachweis zu rechnen. 
Bemerkt sei, daB an Starke in 85 °%iger H,SO, die beiden Banden mit 
gewissen Veranderungen noch getrennt zu beobachten sind, wahrend 
sich in 70%iger Saure — immer ausgehend von der urspriinglich 
96 °,igen — nur noch eine Bande zeigt, die durch weitere Wasserzugabe 
nicht mehr erheblich beeinfluBt wird. 

Furfurol in Schwefelsaure zeigt bei Verdiinnung mit Wasser das 
gleiche Verhalten wie die Zucker ; dieses Ergebnis wurde weiter oben bereits 
angefiihrt und verwertet. An der gleichen Stelle wurden auch bereits 
die Absorptionskurven von Schwefelséure-Zuckerlésungen erwahnt, 
die mit Alkohol verdiinnt wurden. 


Zuckerlésungen in konzentrierter Phosphorsdure. 


In 83% iger H,PO, geben die Zucker nur ganz unwesentliche 
Absorptionen. Erst bei Erhitzung zeigen sich Banden, die aber immer 
noch viel schwacher sind als die in kalter konzentrierter Schwefelsaure 
beobachteten und einen abweichenden Verlauf haben. Log & erreicht 
bei Mannose nach Erhitzen den Wert 3,2 (Abb. 3). Zugabe des gleichen 
Volumens konzentrierter Schwefelsiure gibt betrachtliche Wirkungen. 
Mannit weist auch nach Erhitzung keine Absorption in Phosphorsaure 
auf (log & unter + 1,3). Furfurol gibt ein starkes zweibandiges Spek- 
trum wie in Schwefelséure; die Maxima sind nach dem kurzwelligen 
Gebiet verschoben (2920 und 2320 A; 2320 viel schwacher als 2920), die 
Hohe ist betrachtlich gesenkt: Erhitzung fiihrt zu einer geringen Er- 
héhung der Banden ohne Anderung ihrer Form und Lage. Insgesamt 
gelangen wir zu dem SchluB, daB in 83% iger H,PO, nicht in merk- 
lichem MaBe Furfurol gebildet wird, jedenfalls nicht bei Zimmertem- 
peratur. — Bei starker Verdiinnung eines Schwefelsiurezuckeransatzes 
mit Phosphorsaure riickt die Hauptbande von 3240 auf 2900 A, wie es 
dem Verhalten von Furfurol entspricht. 


DaB die Reaktionen und Spektralerscheinungen in Phosphorséure, die 
ja auch nur in etwas geringerer Konzentration angewandt wurde als die 
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Schwefelséure (83°, gegeniiber 96°,,), sehwacher sind, wurde nicht nur be; 
den Zuckern, sondern auch bei vielen anderen Stoffen gefunden; in einigen 
Fallen ergaben sich aber doch besondere Absorptionskurven, auf die wi 
spater bei der Besprechung dieser Stoffe eingehen werden. 


Verschiedene Beobachtungen. 


Glucuronsdure |aBt in Wasser eine maBige selektive Absorption bei 
2820 A erkennen; die Erhebung des Absorptionskoeffizienten iiber den 
kontinuierlichen Untergrund der Absorption (4k) betragt etwa 25. 
Die Bande ist nach der bisherigen Kenntnis der Carbonylgruppe zuzu- 
ordnen. Das gleiche gilt fiir die maBige Absorptionsbande der Ldvulin- 
sdure in Wasser bei 2650 A (A k etwa 15). Gluconsiure und Zuckersiiur 
liefern in Wasser keine Selektivitat. 

Eine Absorptionsbande bei 2800 A, wie sie in nicht besonders 
gereinigten wiasserigen Zuckerlésungen zu finden ist, tritt in kara- 
melisierten Glucoselésungen starker auf. Ebenso haben wir diese Bande 
auch an sehr diinnen, festen, maBig karamelisierten Glucoseschichten 
beobachtet. Zur quantitativen Ausmessung fester, stark absorbierender 
Schichten ist unser Verfahren nicht geeignet. — In Karamel kommen 
verschiedene Stoffe als Ursache der 2800-Bande in Betracht, darunter 
auch wieder Furfurol (14). Es kénnen dabei Carbonylgruppen, die an 
sich nur maBige Absorptionskoeffizienten ergeben, mit C=C-Bindungen 
von hoher spezifischer Absorption zusammen wirken. 

Maltose wurde zum Vergleich auch in konzentrierter Essigsdure und in 
konzentrierter Salzsdure untersucht. In 96° ,iger CH,COOH ist sie nur 
wenig léslich und gibt nur eine maéBige Endabsorption ohne Selektivitit. 
Die geléste Menge ist aber doch so groB, daB nach Zugabe von konzen- 
trierter Schwefelséure das gewohnte Zucker-Schwefelséurespektrum kraftig 
auftritt. — Eine 1 Tag alte 2 °,ige Maltoselésung in 37 °,iger wasseriger HC! 
wurde zur Aufnahme 1:2 mit Wasser verdiinnt; das in Abb. 5 wieder- 
gegebene Spektrum paB&t zu den Kurven, wie sie in nachtraglich verdiinnter 
Schwefelséure beobachtet wurden; es ist also auch hier Furfurol als wirksam 
anzunehmen. ' Das gleiche Ergebnis wurde ebenfalls durch Absorptions- 
aufnahmen bereits von anderen Untersuchern erhalten (6). Die Bandenhéhe 
ist in unserem Beispiel reichlich 20mal kleiner, als fiir diese Zuckerkonzen- 
tration bei Ansatz mit konzentrierter Schwefelséure zu erwarten ware, die 
Furfurolbildung ist also entsprechend geringer zu veranschlagen. 


Glycerinaldehyd gibt in konzentrierter Schwefelsiure ein den 
Zuckern sehr ahnliches, aber schwacher ausgepragtes Spektrum (Abb. 3): 
auch bei Verdiinnung der Schwefelsiure mit Wasser ist das Verhalten 
iibereinstimmend. 

SchlieBlich sei wegen ihrer Beziehungen zu den Kohlenhydraten 
noch die Ascorbinséure erwahnt, die als Hexuronsiureabkémmling 
aufgefaBt wird!. In konzentrierter Schwefelsiure gibt sie eine starke 


1 Die Unterschiede, die im neueren Schrifttum in der Schreibweise des 
Strukturbildes gemacht werden, sind gering (15). 
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Bande bei 2640 A (Abb. 3). Bei Verdiinnung mit Wasser riickt die 
Bande nach kurzen Wellenlingen. In ganz schwach saurem Wasser 
und in Alkohol fanden wir das Maximum bei 2440 A [iiber die bisherige 
Kenntnis vgl. (16)]. Nennenswerte Unterschiede der Bandenhéhe in 
den verschiedenen Lésungsmitteln fehlen. Im ganzen ist also keine 
merkliche Anderung der Ascorbinsiure durch die Schwefelsaure fest- 
zustellen, da die Verschiebung des Spektrums nach langen Wellen bei 
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Abb. 5. Verschiedene Absorptionsspektreu. 


Maltose in 22 %iger HCl; angesetzt in 37 %iger HCl und zur Aufnahme verdiinnt, 
Digitonin in konzentrierter Schwefelsiure. 
desgleichen in nachtriglich 1:2 mit Wasser verdijnnter Schwefelsiure. 
Pankreatin in konzentrierter Schwefelsiure. 
Fir 1 bis 4 ist & mit dem Molekulargewicht einer einfachen Hexose — 180 — 
berechnet. 
Salicin in konzentrierter Schwefelsdure. 
desgleichen in nachtriiglich 1:2 mit Wasser verdiinnter Schwefelsiure. 

Fir 5 und 6 ist k mit dem Molekulargewicht des Salicins — 286 — berechnet. 


Verdiinnung der Saure wieder riickgaingig ist. Im Laufe der Zeit tritt 
in der Schwefelsdurelésung eine zusatzliche Absorption bei 3260 A 
hervor, d. h. an der Stelle, wo die Hauptbande von Furfurol liegt ; nach 
24 Tagen (schneller bei Erhitzen) hat sich an dieser Stelle eine deutlich 
abgetrennte Nebenbande entwickelt. — Wir verwandten fiir unsere 
Messungen ein dlteres, eingeschmolzen aufbewahrtes Reinpraparat, 
welches uns die Firma Merck schenkte. Bei der Messung der Lésungen 
wurden keine Vorkehrungen gegen Oxydationseinfliisse getroffen. 

Kine einfache Hexuronséure wiirde — wie wir es an der Glucuronsaure 
beobachtet haben — in Schwefelsaure das bei Furfurol und den Zuckern 
gefundene Spektrum, in Wasser aber nur eine sehr geringe Absorption 





136 F. Bandow: 


ergeben. Die Ascorbinsaéure weicht also, entsprechend der ermittelten 
Struktur, im Absorptionsverhalten erheblich von einer einfachen 
Hexuronsaure ab. 


Die Schwefelsiurespektren von Glukosiden. 


Digitonin und Saponin zeigen in konzentrierter Schwefelsaure 
und auch bei nachtraglicher Verdiinnung mit Wasser dasselbe spektrale 
Verhalten wie die Zucker. Diese und ohne Zweifel viele andere Glucoside 
geben hier also vorwiegend das Spektrum ihres Zuckerteiles; gegeniiber 
dieser beherrschenden Absorption ist der EinfluB der iibrigen Teile 
des Molekiils auf das Spektrum verschwindend. Abb. 5 bringt als 
Beispiel die Spektren von Digitonin; es zerfallt bei der sauren Hydrolyse 
in vier Molekiile Galaktose und ein Molekiil Xylose und ein Molekiil 
Digitogenin (17); der Zuckeranteil wird durch die Schwefelsiure weiter 
angegriffen; seine hohe Absorption verdeckt das an sich fiir Digitogenin 
zu erwartende besondere Schwefelséurespektrum. 

Ein Gegenbeispiel bildet das Salicin (Abb. 5). Es enthalt nur 
1 Teil Zucker auf 1 Teil Saligenin (C,H, .OH .CH,OH); schon durch 
die Zusammensetzung wird das Hervortreten des Saligenins in dem 
Schwefelséurespektrum gegeniiber dem auch hier an der starken 
3240-Bande erkennbaren Furfurol begiinstigt (auf die aromatischen 
K6érper wird spiter eingegangen). 


Weitere Stoffe mit Schwefelsdiure-Zuckerspektrum. 

Die gleichen spektralen Erscheinungen wie an Glucose haben wir 
auch an hexosediphosphorsaurem Natrium sowie an den Enzym- 
priparaten Pankreatin (Abb. 5), Pepsin und Urease beobachtet. Pan- 
kreatin liefert in Wasser, in dem es nicht klar léslich ist, eine maBige 
Bande bei 2750 A; es wurde das reinste Praparat der Firma Merck 
verwandt. Der nicht zur Furfurolbildung fiihrende Teil dieser Molekiile 
bzw. dieser Stoffgemische kommt in der Absorption in konzentrierter 
Schwefelsiure ebenso wie bei vielen Glucosiden nicht zum Ausdruck, 
da die Furfurolabsorption sehr stark tiberwiegt. 


Uber die Fluoreszenz der Schwefelscurelésungen. 


Alle Zuckerlésungen in konzentrierter Schwefelséure fluoreszieren 
deutlich, aber nicht stark (18). Eine Ausnahmestellung nimmt unter den 
in dieser Mitteilung genannten Stoffen das Digitonin ein, das eine starke 
griine Fluoreszenz aufweist; sie ist jedenfalls auf das Digitogenin bzw. dessen 
Umwandlungsprodukt mit Schwefelsiure zuriickzufiihren, obgleich dieses 
im Digitonin-Schwefelsiurespektrum nicht hervortritt. 


Zusammenfassung. 


Zucker, Glucoside und einige andere Stoffe geben in konzentrierter 
Schwefelsiure eine sehr starke Absorption zwischen 2500 und 3500 A: 
sie ist in zwei Banden unterteilt. Bei Verdiinnung der Saure ist eine 
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starke Bande bei 2900 A zu beobachten. Das gleiche spektrale Ver- 
halten zeigt Furfurol, dessen Bildung unter Einwirkung der konzen- 
trierten Schwefelsiure fiir die gefundenen Spektralerscheinungen ent- 
scheidend ist. 

Glucuronsaure ergibt dieselben Spektren wie Zucker; abweichende 
und viel schwachere Absorptionen zeigen Glucon-, Zucker- und Lavulin- 
siure, ferner die sechswertigen Alkohole Mannit und Sorbit. 

Das Schwefelsiurespektrum der Ascorbinsiure wird angegeben, 
die als Hexuronséureabkémmling mit den Kohlenhydraten verwandt ist. 


Ich danke Herrn Prof. Dr. H. Bohnenkamp fiir verschiedene Anregungen 
und sténdige Férderung meiner Arbeiten, Herrn Dozent Dr. M. Jenke und 
Herrn Dr. W. Klein fiir Ratschlage in chemischen Fragen und Frl. Ingrid 
Riese, Laborantin, fiir fleiBige und gewissenhafte Hilfe bei den Absorptions- 
aufnahmen. 
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Uber das Reduktionsvermégen gelagerter Kartoffeln gegeniiber 
2, 6-Dichlorphenolindophenol (Vitamin (€). 


Von Waldemar Kréner und Georg Steinhoff. 
(Aus dem Forschungsinstitut fiir Starkefabrikation, Berlin N 65.) 
(Eingegangen am 3, September 1937.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei der Durchfihrung eines GroBlagerungsversuchs! mit  ver- 
schiedensten Sorten deutscher Speisekartoffeln in einer besonderen Art 
von Mietenkeller haben wir u. a. auch den Vitamin-C-Gehalt der ge- 
lagerten Knollen durch Titration mit 2; 6-Dichlorphenolindophenol ver- 
folgt. Obwohl in den letzten Jahren eine Reihe von Arbeiten (1) (2) 
erschienen ist, die das Verhalten der Ascorbinsiure in Kartoffeln 
wihrend der Uberwinterung oder Aufbewahrung zum Gegenstand 
haben, erscheint es uns angezeigt, itiber unsere Untersuchungen zu 
berichten, da wir eine Reihe neuer Beobachtungen machen konnten. 
Uberblickt man die bisherigen Mitteilungen iiber Vitamin-C-Bestim- 
mungen in Kartoffeln, so scheinen folgende Feststellungen durchaus 
gesichert zu sein: 

1. Die Titration mit Dichlorphenolindophenol liefert im allgemeinen 
Werte, die den im biologischen Versuch ermittelten entsprechen. 

2. Die Werte fiir Vitamin C in einzelnen Kartoffeln schwanken stark. 

3. Wahrend der Lagerung tritt stets starke Abnahme des Re- 
duktionsvermégens, also des Vitamins C, ein. 

4. Trotz der Abnahme des Vitamin C-Gehalts kommt tiberwinterten 
Kartoffeln — auch nach der Zubereitung durch Dampfen — als Vitamin-C- 
Spender in der menschlichen Ernahrung noch hohe Bedeutung zu. 

Weit weniger Klarheit herrscht iiber den EinfluB8 zahlreicher 
anderer Faktoren auf den Ascorbinsaiuregehalt der Kartoffel. So hat 
Scheunert z. B. immer wieder in seinen Arbeiten die Frage aufgeworfen, 
ob zwischen C-Gehalt bzw. seinem Abfall wahrend der Lagerung und 
Kartoffelsorte eine Beziehung besteht. Es ist ferner nicht gesichert, 
inwieweit Bodenverhaltnisse, Witterung und Diingung den Vitamin-C- 
Gehalt beeinflussen. Vor allem aber sind wenig Aussagen vorhanden 
iiber die Méglichkeiten zur Erhaltung des Vitamin-C-Gehalts durch 
Wahl geeigneter Lagerungsbedingungen. Im allgemeinen scheinen hohe 
Temperaturen, die auch in mancher anderen Hinsicht schadlich fiir 
gelagerte Kartoffeln sind, den Ascorbinséiuregehalt herabzusetzen. 


1 Der Versuch wurde in Verbindung mit der Hauptvereinigung der 
deutschen Kartoffelwirtschaft und dem Forschungsdienst der Landbau- 
wissenschaften, Arbeitsgruppe ,,Kartoffelwirtschaftliche Forschung“, durclh- 
gefiihrt. Eine genaue Mitteilung der Einzelheiten erfolgt an anderer Stelle. 
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Uber das Verhalten der Ascorbinsaiure bei der Keimung der Kar- 
toffeln hat Pett (3) berichtet; nach ihm findet kurz vor der Keimung 
ein wesentlicher Anstieg des Vitamin-C-Gehalts statt, der nach einigen 
Tagen wieder zuriickgeht. Pett hat sogar vorgeschlagen, den Verlust 
an Vitamin C wahrend der Lagerung durch Einleiten des Keimungs- 
prozesses wieder auszugleichen. 

Es sind ferner bisher keinerlei gesicherte Kenntnisse vermittelt 
worden tiber die biochemischen Umsetzungen der Ascorbinsaure in der 
Kartoffel, wie iiberhaupt iiber die chemischen Veranderungen der 
Ascorbinséure in Pflanzen wenig bekannt ist. 

Wir fiihrten unsere Untersuchungen an 10 verschiedenen Kartoffel- 
sorten, die unter wohldefinierten, wenn auch — wie sich im Laufe der 
Arbeiten herausstellte — wenig zweckmaBigen Bedingungen gelagert 
waren, durch. Es standen uns folgendeKartoffelsorten zur Verfiigung, 
die in Tabelle I mit allen uns zugekommenen Angaben aufgefiihrt sind. 
Samtliche Sorten entstammen der Kurmark. 


Methodik. 


Die Kartoffeln waren in 20 cm hohen Schichten auf Horden im Keller 
ausgebreitet. Am 15. eines jeden Monats wurden Durchschnittsproben von 
jeder Sorte gezogen. Aus jeder Probe wurden 5 Kartoffeln ganz verschiedener 
GréBe willkiirlich entnommen. Die Knollen wurden mit dem Glasmesser 
durehgeschnitten; aus der ganzen Breite der Schnittflache wurden Stiick- 
chen im Gesamtgewicht von 10g ausgekratzt. Beim Schaben erhalt man 
etwas geringere Reduktionswerte infolge der gréBeren Einwirkungsméglich- 
keiten des Luftsauerstoffs, ohne daB jedoch gréBere Schwankungen erhalten 
werden, als sie natiirlich schon von Knolle zu Knolle vorkommen kénnen. 
Die Stiickchen wurden einmal mit gemahlenem Porzellan, das nur minimale 
Eisenspuren enthalt, genau 10 Minuten lang mit 10cem einer 10°,igen 
Trichloressigsiure verrieben. Die Gesamtmasse wurde in einen 200-cem- 
Kolben mit 90 cem 10°, iger Trichloressigsaéure iibergespiilt und mit Wasser 
auf 200 cem aufgefiillt. Nach dem Mischen wurde zentrifugiert ; vom Zentri- 
fugat wurden aliquote Teile in iiblicher Weise mit dem Farbstoff titriert. 


Ergebnisse. 


Da die Kartoffeln erst im Januar 1937 zur Einlagerung in den 
noch sehr feuchten Keller gelangten, kénnen wir auf Grund der bis- 
herigen Feststellungen annehmen, da der Ascorbinsaiuregehalt bei der 
Einlagerung schon sehr stark zuriickgegangen war. Man erkennt aus 
der Tabelle II deutlich, daB auch wir zunachst noch ein weiteres Ab- 
sinken der Reduktionswerte wihrend der Lagerung fanden, die ihren 
tiefsten Stand im April erreichten. Zu unserer Uberraschung stiegen 
fast sdémtliche Werte in den folgenden Monaten wieder an und erreichten 
in einzelnen Fallen sogar eine Héhe, die iiber dem Ausgangswert lag. 
Nur die Sorten Konsul Ragis und PreuBen zeigen die Erscheinung nicht, 
sondern fallen in ihren Reduktionswerten stetig ab, ohne jedoch einen 
ahnlich tiefen Stand zu erreichen, wie viele der anderen Sorten 
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Tabellell. Titrationsergebnisse in mg Ascorbinsadure/100 gfrischer 
Kartoffeln. 





Sorte Januar Februar Marz April Mai Juni 


VOrF Gem FTrost 


oi kes 


kg Thomasmehl, 


hwefels. Aromon. 


0O KE VU 


IVOL LOT 


PC TLIO. 
Sand 


AMET NATTY 


i | Oe. Le S 


forst lings 


1. u. 2. Ackersegen 


Durchschnitt 


3. Mittelfriihe 


Durchschnitt 


4. Konsul Ragis 


Durchschnitt 


5. Voran 


Durchschnitt 


6. Frithgold 


Durchschnitt 


7. PreuBen 


Durchschnitt 


8. Prisca 


Durchschnitt 


6,34 
7,10 
7,25 
7,21 
6,10 


6,80 


10,63 
12,18 
10,13 
9,17 
8.49 


10,12 


8,69 
7,93 
8,45 
9,14 
7,39 


8,32 


9,25 
10,44 
9,53 
9,04 
8,60 


9,37 


6,98 
6,91 
7,78 
7,20 
6,76 


7,13 


11,10 
8,50 
7,85 

10,81 

11,89 


10,03 


5,7 

6,36 
6,55 
7,20 
7,59 


6,68 


6,27 
5,89 
4,27 
6,92 


5,53 


5,78 


8,97 
8,61 
8,50 
7,26 
8,33 
8,33 


7,79 
9,14 
10,07 
8,71 


9,67 


9,08 


8,77 
8,91 
7,82 
8,87 
8,37 
8,55 


7,06 
6,81 
6,35 
5,28 
5,34 
6,17 


10,32 
12,06 
8,76 
8,69 
9,87 


9,94 


6,94 
6,93 
4,68 
5,61 
5,81 
5,99 


6,33 
6,81 
5,77 
6,34 
6,37 


8,90 
9,16 
5,95 
5,76 
5,74 


7,10 


4,60 
4,86 
4,84 
4,58 


4,82 


5,72 
6,64 
6,90 
9,63 
5,48 


6,87 


5,46 
5,48 
5,21 
5,21 
5 OD 


O,o2 


5,32 


3,87 
3,46 
3,16 
3,14 


3,41 


6,40 
5,08 
3,62 
6,25 
5,95 


5,46 


3,85 
6,94 
7,05 
7,07 
6,77 


6,34 


> 
= 


atten 
ok ok 


. 


Go Ora ¢ 


E 


4,56 
5,39 
5,05 
6,41 


5,17 


5,32 


6,25 
8,28 
7,96 
6,77 
8,80 
7,61 


7,07 
5,91 
6,52 
5,08 
5,58 


6,03 


8,19 
8,35 
7,35 
6,89 
7,00 


7,56 


6,25 
6,25 
7,02 
6,95 
5.95 


6,48 


6,95 
6,48 
6,37 
5,89 
5,61 


6.26 


7,99 
6,41 
6,23 
7,93 
6,36 
6,98 


7,82 
7,44 
8,04 
8,13 
8,59 


8,00 


7,24 
6,38 
6,76 
5,34 
7,30 


6,60 


8,48 
8,04 
8,89 
8,04 
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Tabelle II (Fortsetzung). 





Sorte Januar Februar Mirz April Mai Juni 


9. Flava 9,10 6,90 6,36 5,06 0,57 9,32 
9,84 7,49 6,86 6,41 8,40 9,11 

9,22 7,43 7,16 6,68 8,51 8,89 

7,61 8,01 6,62 7,94 8,91 9,08 

10,00 7,63 6,60 7,22 9,15 8,36 


Durchschnitt 9,15 7,49 6,72 6,66 8,51 8,95 


10. Erdgold 7,64 649 , 6,91 3,6 6,98 8,31 
8,13 9,01 | 6,59 4,56 7,23 8,20 
8,71 8,94 | 6,89 4,1 7,58 qo 
8,17 8,00 6,62 5,41 7,30 7,82 
8,12 7,08 6,04 6,93 7,29 


Durchschnitt 8,15 7,90 6,61 4,42 7,20 7,79 


11. Erstlinge 12,71 8,05 7,74 6,23 7,36 | 11,74 
10,34 9,35 7,49 6,83 8,05 | 12,37 

10,49 10,05 7,51 6,11 8,10 11,60 

8,62 | 9365 7,81 7,56 8,58 10,31 

10,34 | 8,62 7,14 7,42 7,98 10,49 


Durchschnitt 1050 | 914 7,54 | 683 | 801 | 11,30 


Die Durchschnittswerte der Reduktion sind fiir die einzelnen 
Sorten mehr oder weniger verschieden. Daraus laBt sich aber immer 
noch nicht eine ,,Sortenabhangigkeit‘‘ des Vitamin-C-Gehalts herleiten, 
da es sich auch bei unserem Versuchsmaterial nur um Beobachtungen 
an Kartoffeln eines Jahres handelt, die unter recht ahnlichen Wachstums. 
bedingungen gestanden haben. Dagegen ist der zeitliche Verlauf der 
Reduktionswerte bei allen Sorten mit Ausnahme von ,,Konsul Ragis” 
und ,,PreuBen‘‘ gleichsinnig, so daB die Sorten mit den hdheren Re- 
duktionswerten im Anfang auch wahrend der ganzen Versuchsdauer 
(in groBen Ziigen) immer héhere Werte behalten als die Sorten mit 
niedrigem Anfangswert. 

Irgendwelche GesetzmaBigkeiten zwischen den Reduktionswerten 
der Kartoffeln einerseits und Wachstum, Boden- und Witterungs- 
verhaltnissen oder Vorfrucht andererseits lassen sich in unseren Versuchs- 
ergebnissen nicht mit Sicherheit erblicken, wenn man nicht den fort- 
gesetzten Abfall bei der Sorte PreuBen mit den in Tabelle I vermerkten 
Wachstumsstérungen in der Vegetationsperiode in Beziehung bringen 
will, wozu indessen diese eine Versuchsreihe kaum berechtigen diirfte. 

In der Abb. 1 haben wir nun die Durchschnittswerte der Reduktion 
von samtlichen Sorten aufgetragen und den Anfangswert = 100) 
gesetzt. Trotz der Bedenken gegen ein solches Vorgehen halten wir 
uns dazu zunachst fiir berechtigt, weil wir damit wenigstens in grofen 
Ziigen eine Vergleichsméglichkeit schaffen. Gleichzeitig haben wir dic 
jeweils am Entnahmetage herrschenden Temperaturen aufgezeichnet. 
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Im Gegensatz zu bisherigen Anschauungen miissen nach unseren 
Befunden hohe Aufentemperaturen bei der Lagerung nicht notwendig 
die Reduktionswerte von Kartoffeln herabsetzen; denn wir fanden 
eine Erhéhung der Werte gerade zu dem Zeitpunkt, in dem die Tem- 
peraturen des Versuchskellers anstiegen. 

Ebenfalls im Widerspruch mit den meisten bisherigen Feststellungen 
muB das Reduktionsvermégen der Kartoffel nicht immer mit der Dauer 
der Lagerung weiter abnehmen, denn bei 8 
von 10 Sorten fanden wir den Anstieg gegen 
das Ende der Lagerung hin. 

Diese Resultate weichen stark von allem 
bisher Mitgeteilten ab und verlangen daher 
nach einer Erklirung, die wir, solange wir 
keine anderen Méglichkeiten dafiir haben, in Te ie. aks 
folgendem erblicken méchten. Wir bemerkten ~~ Fomperatur. 
bei allen unseren Kartoffeln eine recht friih- ay tori i ee 
zeitige Keimung. Die Sorte ,,Erstlinge‘‘ zeigte 
schon im friihen Februar die ersten Sprossen. 
Nach Pett (s. oben) soll der Ascorbinséuregehalt der Kartoffel einige 
Tage vor der Keimung stark ansteigen, um dann innerhalb von 
etwa 14 Tagen wieder unter den Ausgangswert abzufallen. Es wire 
durchaus denkbar, da uns diese Schwankungen entgangen sind, 
da wir die Probenahme jeweils zu einem bestimmten willkiirlich ge- 
wahlten Termin vornahmen. Der stetige Abfall der Reduktionswerte 
bis zum April wiirde daher sowohl den Befunden Petts wie den anderer 
Autoren entsprechen. Nun fand im April sehr gegen unsere Absichten 
eine allgemeine Abkeimung der eingelagerten Kartoffeln statt, die 
spaterhin wiederholt wurde. Ein derartiges Vorgehen bedeutet natiirlich 
einen brutalen Eingriff in eine intensive, mit starken stofflichen Ver- 
inderungen verbundene LebensiuBerung der Kartoffelknolle. Diese 
Unterbrechung des normalen physiologischen Geschehens glauben wir 
vorerst fiir das abweichende Verhalten unserer Reduktionswerte gegen- 
ber den Zahlen anderer Untersucher verantwortlich machen zu miissen. 
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ie Damit ist natiirlich noch kein Einblick in die inneren Zusammen- 
tort- hinge gegeben. An sich ist es keine auffallige Beobachtung mehr, da 
kten pflanzliches Material zu verschiedenen Perioden seines Daseins ver- 
igen schiedene Ascorbinséurewerte aufweist. So berichtet z. B. Wieters (4), 
rfte. daB Gladiolen kurz vor der Bliite ein Maximum des Ascorbinsaéuregehalts 
tion aufweisen, der mit Beginn der Bliite wesentlich sinkt, dann aber wieder 
100 ansteigt, ohne jedoch die vorherige Héhe zu erreichen. Andererseits 
wir teilt Fuhrmeister (5) mit, daB der Vitamin-C-Gehalt der Kartoffel zu- 
Ben nachst mit zunehmender Reife zunimmt, aber ein Maximum durchlauft. 


\ die Es ist in unserem Falle nur die Frage, wie die Ab- und Zunahme zu 
net. erklaren ist. Es wire denkbar, da bei der Abnahme des Reduktions- 
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vermogens wahrend der Lagerung ein Teil der Ascorbinsaure vi)l!iy 
abgebaut wird und nachtraglich Neubildung stattfindet, wie sie z. 8. 
bei der Keimung von Getreidesamen beobachtet wurde. In diese: 
Zusammenhang ist eine Beobachtung von Fuhrmeister wichtig, der fest. 
stellte, daB bei Kindelbildung der Kartoffeln die Tochterknolle sehr 
reich an Vitamin C ist, wahrend die Mutterknolle auBerst arm daran ist, 
Fuhrmeister miBbt auf Grund dieser Beobachtung der Ascorbinsiure 
eine besondere Bedeutung zu fiir den Aufbau neuer Zellen. Wir haben 
aus auBeren Griinden bisher das Reduktionsvermégen der Sprossen 
leider nicht bestimmen kénnen. 

Es besteht aber auch die Méglichkeit, daB unseren Beobachtunger 
lediglich die reversiblen Umwandlungen von Dehydroascorbinsaure 
= Ascorbinsaure zugrunde liegen. Auch an die Méglichkeit des Vor- 
liegens ,,gebundener Ascorbinsdure™, wie sie von Guha und Paal (6) be- 
schrieben wird, mu} gedacht werden. 

Das alles lenkt zum Schlu8B dieser Erérterungen noch einma! 
die Aufmerksamkeit auf die Frage der Bestimmungsmethodik. Wenn 
man die Frage entscheiden wilk ob Neubildung von Vitamin C oder nur 
reversible Umsetzungen stattfinden, so mu versucht werden, die 
Dehydroascorbinsiure in der Kartoffel zu erfassen. Die bisher be- 
schriebenen Verfahren — Fallung mit Schwermetallen und nachfolgende 
Behandlung mit Schwefelwasserstoff — haben ihre Nachteile (1) (2), 
werden aber erneut wieder in dén Vordergrund geriickt (7) (8). 

SchlieBlich bleibt noch zu priifen, ob auch unter den dieser Arbeit 
zugrunde liegenden Bedingungen die Parallelitét zwischen Tierversuch 
und Titration mit Dichlorphenolindophenol bestehen bleibt. Es ist 
denkbar, daB bei dem Abbau der Depotstoffe und der Neubildung der 
Sprossen Stoffe noch unbekannter Zusammensetzung entstehen, die 
den Farbstoff reduzieren kénnen, besonders-dann, wenn sie sich bei der 
plétzlichen Unterbrechung des Transportes von der Knolle zum Keim 
in starkem Mabe haiufen. Wir beziehen daher unsere Ergebnisse vor- 
laufig nur auf die Reduktion und noch nicht auf Vitamin C. 

Wir sind mit weiteren Versuchen auf diesem Gebiet, soweit die 
Kartoffel in Frage kommt, beschaftigt. Unseren technischen Assisten- 
tinnen, Fri. H. Plener und Fri. R. Fischer, danken wir fiir die Mit- 
hilfe bei den Analysen. 
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Zur Frage der rechnerischen Auswertung von Depolarisations- 
messungen am Streulicht von Eiweiblésungen. 
_ Von 
Edgar Wohliseh. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wiirzburg, 
mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft.) 
(Eingegangen am 16, September 1937.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


I. Ableitung einer Korrekturformel zur Ermittlung der Eigendepolarisation 
des Eiweifstreulichtes. 


Alle bisher am Streulicht kolloidaler Lésungen ausgefiihrten 
Messungen des Depolarisationsgrades verfolgten das Ziel, auf Grund 
der Theorie von R.Gans (1) Aussagen iiber die Teilchengestalt der 
dispersen Phase zu machen. Jedoch hat sich diese Methode bisher nur 
bei hydrophoben Kolloiden als brauchbar erwiesen [B. Lange (2)], 
waihrend sie bei Lésungen von EiweiBkérpern nicht zu verwertbaren 
Ergebnissen fiihrte, wie dies bereits in einer friiheren Arbeit aus diesem 
Institut [Woéhlisch und Neugschwender (3)| eingehend erértert wurde. 
Der Grund hierfiir ist darin zu suchen, daB bei den EiweiSlésungen mit 
ihrer im Verhaltnis zu den hydrophoben Kolloiden geringen Triibung 
die hohe Eigendepolarisation des vom Wasser selbst gestreuten T'yndall- 
Lichtes die Rolle einer wichtigen, bisher nicht geniigend beriicksichtigten 
Fehlerquelle spielt. 


Als eine Auswirkung dieser Erscheinung ist der auffallend hohe 
Depolarisationsgrad aller EiweiBlésungen [Ettisch, Sachsse und Lange (4), 
Krishnamurti (5), Wéhlisch und Belonoschkin (6)| aufzufassen. 


Demgema8 wurden auch bei den Versuchen von Wéhlisch und Belo- 
noschkin, die Eigendepolarisation des Tyndall-Lichtes des gelésten EiweiBes 
fiir den Zustand unendlicher Verdiinnung nach dem _ Extrapolations- 
verfahren von Lange (2) aus zwei Depolarisationswerten bei endlicher Ver- 
diinnung zu berechnen, Werte gefunden, die vermutlich zum Teil mehr oder 
weniger zu hoch sind. Endlich fiihrt die Mitwirkung dieser Fehlerquelle 
dazu, daB die am Streulicht von EiweiSlésungen im Gefolge gewisser Zu- 
standsinderungen auftretenden Depolarisationsiénderungen nicht einmal 
dem Sinne nach den Depolarisationsiinderungen des vom Eiweif selbst 
ausgehenden Streulichtes zu entsprechen brauchen. So bewirkt sicherlich 
eine Konzentrationserhéhung des EiweiBes stets auch eine Erhéhung der 
Depolarisation des vom Eiwei8 selbst gestreuten Lichtanteils, wahrend die 
Depolarisation des von der gesamten Lésung gestreuten Lichtes mit steigen- 
der Konzentration zunichst eine Abnahme, erst bei weiterer Konzentra- 
tionssteigerung eine Zunahme aufweist, so daB ein Depolarisationsminimum 
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bei einer bestimmten Konzentration gefunden wird [Wé6hlisch und Neu 
gschwender (3)]. 

Aus diesem Grunde ist es unzulassig, zur Vermeidung der rechneri- 
schen Extrapolation den an hochgradig verdiinnten Lésungen gemessenen 
Depolarisationsgrad als die Eigendepolarisation des gelésten Stoffes 
bei unendlicher Verdiinnung aufzufassen, wie dies Lotmar (7) tut. 
Die von ihm vertretene, an sich vielleicht durchaus zutreffende Auf- 
fassung, daB bei nichtmetallischen Solen kein Zusammenhang zwischen 
Depolarisationsgrad und Teilchengestalt besteht, wird daher durch 
seine Messungen nicht bewiesen. Die Kldrung dieser Frage ist grund- 
stitzlich nicht méglich, solange wir kein Verfahren zur Ermittlung der 
Eigendepolarisation der dispersen Phase besitzen. 


Ahnliche Schwierigkeiten ergeben sich bei der Deutung der De. 
polarisationsanderungen des Streulichtes von EiweiBlésungen im Gefolge 
dispersitatsverindernder Eingriffe: 


Obwohl es auch hier vermutlich mit steigender Dispersitatsabnahme zu 
einer staindigen Zunahme der Depolarisation des vom EiweifB selbst ge- 
streuten Lichtanteils kommt, lat. die Depolarisation des von der Lésung 
ausgehenden Streulichtes eine anfangliche Abnahme erkennen, an die sich 
erst spaiter eine Depolarisationszunahme anschlieBt, so daB zu einem be- 
stimmten Zeitpunkt ein Depolarisationsminimum erreicht wird. Ein der- 
artiges Verhalten wurde erstmalig in F.G.Donnans Laboratorium von 
Krishnamurti (5) bei der Gelatinierung der Gelatine festgestellt. Es wurden 
aus diesem Befund weitgehende SchtuBfolgerungen auf angeblich mit der 
Gelatinierung verbundene Gestaltsinderungen der Gelatineteilchen gezogen, 
da Krishnamurti die an der Gelatinelésung gefundenen Depolarisations- 
anderungen ohne weiteres mit den Depolarisationsinderungen des von den 
Gelatineteilchen gestreuten T'yndall-Lichtes identifizierte, waihrend nach 
unserer Auffassung das von diesem Autor gefundene Depolarisations- 
minimum sich durch den EinfluB8 der Depolarisation des vom Wasser ge- 
streuten Lichtes auf den Gesamtwert der Depolarisation der Gelatinelésung 
erklirt. 

Wohlisch und Krapf (8) fanden dann mehrfach ein Depolarisations- 
minimum bei der Gerinnung des Fibrinogens. Wéhlisch und Neugschwender 
klarten die Bedingungen auf, unter denen diese Erscheinung ausnahmslos 
auch bei hydrophoben Kolloiden — zu erhalten ist und fiihrten sie auf die 
Mitwirkung des Wasseranteils des T'yndall-Lichtes zuriick. 


Die Autoren wiesen erstmalig darauf hin, daf man versuchen miisse., 
die Eigendepolarisation des von dem gelésten EiweifB gestreuten Licht- 
anteils aus der Depolarisation des Streulichtes der Lésung unter Beriick- 
sichtigung der Depolarisation des Wasserstreulichtes sowie der Tyndall- 
Intensitdten der Lisung und des Wassers auf rechnerischem Wege zu 
ermitteln. Wenn tiberhaupt, diirften sich nur auf diesem Wege Depolari- 
sationsmessungen an HiweiBlisungen, bzw. an hydrophilen Kolloiden 
allgemein, zu irgendwelchen Aussagen tiber Verdnderungen der dispersen 
Phase auswerten lassen. Die vorliegende Arbeit stellt einen ersten 
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orientierenden Versuch auf diesem, meines Wissens noch nicht be- 
schrittenen Wege vor. 

Um zu einer derartigen Korrekturformel zu gelangen, gehen wir 
von den einfachen Annahmen aus, da 

1. die Gesamtdepolarisation des Streulichtes einer Lésung zwischen 
den Einzeldepolarisationen des von dem Lésungsmittel und dem Gelésten 
ausgehenden Streulichtes gelegen sein miisse; 

2. der Anteil, den Geléstes und Lésungsmittel zur Gesamtdepolari- 
sation der Lésung beitragen, ihren relativen Anteilen an der Gesamt- 
intensitat des von der Lésung gestreuten 7'yndall-Lichtes entspricht ; 

3. sich die Gesamtintensitit des T'yndall-Lichtes der Lésung 
additiv aus den Einzelintensitaéten des vom Gelésten und vom Lésungs- 
mittel gestreuten Lichtes zusammensetzt. 

Die Gesamtintensitat J des in der Beobachtungsrichtung senkrecht 
zur Richtung des einfallenden Strahles aus einer kolloidalen Lésung 
austretenden 7'yndall-Lichtes ist die Summe des polarisierten Licht- 
anteils J, und des nichtpolarisierten, natiirlichen Lichtanteils /,,. 

Der Depolarisationsgrad ist von Gans (1) als der Quotient 
Jn 
Jp 
definiert. Er wird aus dem am Halbschatten-Polarisationsphotometer 
bei Einstellung auf gleiche Helligkeit beider Gesichtsfeldhalften ab- 
gelesenen Depolarisationswinkel q nach der Beziehung 


—E = 


te? © 
ra) SF (1) 


oy | ae Y 


ermittelt. 

Bezeichnet man die 7'yndall-Intensitaét des Wassers mit Jw, die 
nicht direkt meBbare 7 yndall-Intensitét des gelésten EiweiBes mit Jz, 
so gilt nach unserer oben unter 3. gemachten Annahme 


J =Jwt+de, 
so daB die Tyndall-Intensitat des EiweiBes nach der Beziehung 
Jn =J —Jdw 
berechnet werden kénnte. 
Der relative Anteil des Wasserstreulichtes an der gesamten 7'yndall- 
Intensitaét der Lésung ist demnach 
Jw 
o=—, 
J 
und der relative Anteil des EiweiBstreulichtes 
Jey J—dy 


b= = 
J J 
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Nach unserer Annahme sollen sich Wasser und EiweiB auf den 
Depolarisationsgrad der Lésung nach MaBgabe dieser ihrer relativen 
Anteile an der Gesamtintensitaét auswirken. Wir bezeichnen die direkt 
meBbare Eigendepolarisation des Wasserstreulichtes mit Oy, die nicht 
direkt meBbare Eigendepolarisation des EiweiBstreulichtes mit 0,. 
Sodann wiirde sich nach unserer Annahme die Gesamtdepolarisation 
der Lésung durch Addition aus den mit den betreffenden relativen 
Intensitatsanteilen a und 6 multiplizierten Werten der Eigendepolari- 
sationen des Wassers und des EiweiBes ergeben: 

2 = aOw + bOr 


oder 


, oe Pl eae 
0 =. Oy +(- 


Diese Gleichung enthalt mit Ausnahme von @, nur direkt meBbare 
Gr6éBen. Durch einfache Umformung ergibt sich die gesuchte, nicht 
direkt meBbare Eigendepolarisation des EiweiBstreulichtes zu: 

eas 0: J— Ow: Jw 
: J—dJw 

Weist die disperse Phase der Lésung und damit diese selbst eine 
sehr starke Lichtzerstreuung auf, so kann dieser gegeniiber die sehr 
geringe Eigenstreuung des Wassers vernachlassigt, also in Gleichung (2) 
Jw = 0 gesetzt werden. Die Gleichung nimmt dadurch die Form an 

Or = 9, 

d. h. die gemessene Gesamtdepolarisation O der Lésung ist bei starker 
Lichtstreuung der dispersen Phase praktisch gleich der Eigendepolari- 
sation QO, ihres Streulichtes. Bei hydrophoben Kolloiden mit ihren 
stark streuenden Einzelteilchen ist dieser Fall bereits bei verhiltnis- 
maBig geringen Konzentrationen der dispefsen Phase verwirklicht. 
Die Depolarisationsmessungen liefern daher bei diesen Lésungen, wie 
bereits oben erwahnt, ohne jede Korrektur verwertbare Ergebnisse 
[Lange (2)}. 


II. Experimentelle Priifung der Korrekturformel. 


Zur Priifung der Gleichung (2) auf ihre grundsatzliche Eignung 
kénnen die experimentellen Daten der Arbeit von Wohlisch und Neu- 
gschwender Verwendung finden. Hier wurden die 7'yndall-Intensitaten ./ 
— in der genannten Arbeit mit 7’ bezeichnet — mittels des Stufen- 
photometers der Firma Zeiss, die Depolarisationswinkel mittels des 
Polarisationsphotometers nach Martens- Bechstein der Firma Schmidt 
und Haensch gemessen. Auf die Verwendung monochromatischen 
Lichtes wurde verzichtet, da nur so eine fiir die Messung bei kleinen 
Konzentrationen hinreichende Lichtintensitét erzielt werden konnte. 
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1. Depolarisationsmessungen am Fibrinogen bei Variation der 
EiweiBkonzentration. 

Am 23. Marz 1937 [vgl. Woéhlisch und Neugschwender (3) auf 
S. 204] wurden Depolarisationswinkel und relative Triibung einer 
Lésung von Pferdefibrinogen in einem weiten Bereiche der Eiweib- 
konzentration von 0,0025 bis 2,0 °%, gemessen. Die Abb. 4 der genannten 
Arbeit gibt den Depolarisationswinkel q und die 7'yndall-Intensitat 
als Funktion der EiweiBkonzentration cy, wieder. Die nebenstehende 
Abb. 1 enthalt die 7 yndaill-Intensitat J, ferner den gemaiB Gleichung (1) 
aus dem Depoiarisationswinkel berechneten Depolarisationsgrad O 
der Lésung und die nach der Kor- 
rekturformel (2) berechnete Eigen- 
depolarisation des EiweiBes Og als 
Kenzentrationsfunktion. Der Berech- 
nung von Oy wurden folgende Werte als 
Konstanten des Lésungsmittels (0,9 °% 
NaCl-Lésung) zugrundegelegt: 


gw = 22°, Ow = 0,195, 
Jw = 8,0. 








Wie die Kurve des Depolarisations- 
winkels q bei Wohlisch und Neu- 


gschwender weist auch die des Depo- 
larisationsgrades © der Lésung in Abb.1 
das bei 0,4 bis 0.5%, ErweiB gelegene 
Minimum auf. Oberhalb dieses Wertes 








steigt die Kurve infolge der von der 
Konzentrationszunahme _herriihrenden 
Erhéhung der Eigendepolarisation des 
EiweiBstreulichtes, deren Verlauf auf 
diesem Kurvenast also wenigstens dem Sinne nach richtig wieder- 
gegeben wird. Unterhalb des Minimums kommt die theoretisch zu er- 
wartende Abnahme der Eigendepolarisation des Eiwei8streulichtes in 
der @-Kurve nicht zum Ausdruck. Mit fallender Konzentration setzt 
sich jetzt vielmehr das Wasserstreulicht mit seiner hohen Eigendepolari- 
sation mehr und mehr gegeniiber dem immer schwiacheren und nur 
wenig depolarisierten EiweiBstreulicht durch, so da die O-Kurve 
wieder ansteigt, um dem Grenzwert 9 = 0,195 fiir Cyg = 0 zuzustreben. 


Abb. 1. 


Im Gegensatz zur ©-Kurve zeigt die nach unserer Korrektur- 
formel (2) berechnete Ox-Kurve keinerlei Minimumbildung, vielmehr 
steigen die Og-Werte mit steigender EiweiBkonzentration standig an, 
wie dies die Theorie des 7'yndall-Lichtes verlangt [Gans (1)]. DaB 
jedoch unsere O,-Werte unméglich quantitativ richtig sein kénnen, 
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geht daraus hervor, daB sie unterhalb der Konzentration von etwa 
Cyg = 0,7% negativ werden, was physikalisch sinnlos ist. Auf dic 
méglichen Ursachen dieses unerwarteten Verlaufs, der nicht gegen di: 
grundsatzliche Richtigkeit der Korrekturformel zu sprechen braucht. so\l 
weiter unten naher eingegangen werden. 

Wie dies dem Sinn der Formel (2) entspricht, konvergieren die 
2- und die Og-Kurve mit steigender Konzentration. 


2, Depolarisationsmessungen am Tyndall-Licht einer gerinnenden 
Fibrinogenlésung. 

Einer weiteren Priifung der Formel (2) soll ein Versuch vom 

12. Marz 1937 dienen, in welchem Depolarisation und Triibung einer 
0,4°% igen Lésung von Pferdefibrinogen wahrend der Gerinnung durch 
Zusatz von Thrombin gemessen 
wurde. Abb. 1 der Arbeit von W6h- 
lisch und Neugschwender enthalt die 
zugehorigen Werte des Depolari- 
sationswinkels. Nebenstehende 
Abb. 2 gibt die T'yndall-Intensitit ./ 
und den Depolarisationsgrad 0 der 
Lésung sowie die nach Formel (2) 
, berechneten Og-Werte als Funk. 
tion der vom Zusammenbringen 
des Fibrinogens und des Thrombins 
an gerechneten Zeit t wieder. Dic 
©-Kurve zeigt das bei der Fibri- 
nogengerinnung erstmalig von Woh- 
lisch und Krapf(8) aufgefundene 
oa Minimum, das nach Wohlisch und 
ea Neugschwender mit steigender Ver- 
diinnung der verwendeten Fibri- 
el 3 nogenlésung immer deutlicher wird. 
_— Wohlisch und Neugschwender ver- 
muteten bereits, daB die Eigen- 
depolarisation des  Eiweifstreu- 
lichtes im Verlauf der Gerinnung 
nicht durch ein derartiges Minimum geht, sondern einen standigen 
Anstieg als Ausdruck der Dispersitatsverringerung aufweist; auch 
hier sollte die Minimumbildung in der 0-Kurve lediglich durch die Be- 
teiligung der Wasserdepolarisation im Bereich verhaltnismaBig ge - 
ringer Triibungen zustandekommen. Unsere nach der Korrektur- 
formel (2) berechnete Qg-Kurve 1a8t in Ubereinstimmung mit dieser 
Auffassung ein derartiges Minimum vollstandig vermissen. Sehr schén 
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ist in Abb. 2 zu ersehen, daB fiir hohe Triibungswerte der berechnete 
Op-Wert und der gemessene @-Wert zusammenfallen, worauf bei 
Diskussion unserer Gleichung bereits hingewiesen wurde. Im Versuch 
der Abb. 2 ist dies oberhalb einer 7'yndall-Intensitét von etwa J = 530 
der Fall, die nach 12 Minuten erreicht wurde. Obwohl meiner Uber- 
zeugung nach auch bei den Gerinnungsversuchen der Verlauf der 
Kigendepolarisation des Fibrinogenstreulichtes dem Sinne nach richtiger 
durch die berechnete Og-Kurve als durch die gemessene O-Kurve 
wiedergegeben wird, miissen auch in diesem Falle die Og-Werte mit 
einem systematischen Fehler behaftet sein, da sie im Bereiche niedriger 
Streulichtintensitaten negatives Vorzeichen annehmen. 


Hierzu bemerke ich im Voraus, daB die Aufdeckung dieses Fehlers 
noch nicht gelungen ist, so daB vorerst nur die in Betracht kommenden 
Moglichkeiten kurz angedeutet werden kénnen: 


1. Die negativen Werte fiir Og kommen rein mathematisch dadurch 
zustande, daB in Formel (2) das Glied Oy . Jy gréBer wird als 0 . J. 
Es ist durchaus méglich, da® fiir die Triibung des Wassers Jy ein 
etwas zu hoher Wert durch einen Apparatfehler vorgetaéuscht wurde. 
Schon ein absolut genommen sehr kleiner Fehler mu8 in diesem Gebiete 
minimaler Triibungen einen groBen relativen Fehler des erhaltenen 
Jw-Wertes bedingen. Es handelt sich hier um eine Frage der Genauig- 


keit des Nullpunktes der photometrischen Messungen. 


2. Die Messungen der ‘'yndall-Intensitét konnten bei dem von 
mir verwendeten Modell des Stufenphotometers nur im Winkel von 45° 
zur Richtung des einfallenden Primarstrahles vorgenommen werden, 
wahrend die Depolarisationsmessungen unter 90° gegen den Primar- 
strahl erfolgten. 


3. Es ware denkbar, daB eine der unserer Formel zugrundeliegenden 
Annahmen nicht mit hinreichender Genauigkeit zutrifft. 


Eine Aufkliérung der Frage nach den Ursachen der fehlerhaften 
Op-Werte soll versucht werden, sobald mir die dazu erforderlichen 
experimentellen Hilfsmittel zur Verfiigung stehen. 


Zusammenfassung. 


Auf Grund einfacher Annahmen wurde eine Formel entwickelt, 
die zur Ermittlung der Eigendepolarisation des Streulichtes der dispersen 
Phase einer kolloidalen Lésung dienen soll. Die Priifung dieser Formel 
an den vorhandenen experimentellen Daten ergibt, daB der funktionelle 
Verlauf der Eigendepolarisation des Streulichtes von Fibrinogen- 
lésungen durch die rechnerisch korrigierten Werte dem Sinne nach 
richtiger wiedergegeben wird als durch die direkt gemessenen. Jedoch 
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JaBt sich zeigen, daB die berechneten Werte nicht quantitativ zutreffend 
sein kénnen. Die Entscheidung, ob dies auf Ungenauigkeiten der vor- 
liegenden experimentellen Daten oder auf unzutreffenden Voraus- 
setzungen bei Ableitung der Korrekturformel beruht, bleibt einer 
spiteren Untersuchung vorbehalten. 
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Zur Kenntnis der Chondroitinschwefelsiure. 
Von 
Otto Fiirth und Thusnelda Bruno 
unter Mitwirkung von 
Raymond Boyer und Karl Pesechek. 
(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 21. Juli 1937.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Einleitung'. 


Seit den Untersuchungen C. 7h. Mérners gilt bekanntlich die 
Chondroitinschwe felsdéure? fiir den wesentlichsten und charakteristischsten 
Bestandteil des Knorpels. Die grundlegenden Forschungen Oswald 
Schmiedebergs haben gelehrt, daB das nicht reduzierende, mit Schwefel- 
siure zu einer Atherschwefelsiure verbundene Chondroitin beim Kochen 
mit verdiinnter Mineralsiure unter Abspaltung von Essigsdiure in das 
wasserlésliche, gummiartige, stark reduzierende Chondrosin iibergeht. 
Dieses letztere ist von 
Schmiedeberg fiir eine 
HC.OH Verbindung der Gilu- 
HC. curonsdure mit dem Glu- 
: cosamin gehalten wor- 
den. Die schénen Unter- 
suchungen von Levene 
HC.NH_Z ” CO.CH. und La Forge*® haben 
: diese Elemente zu einem 
Spiegelbild.  ginfachen Formelbilde 

zusammengefiigt, wobei 
es sich ergab, dab das 
Hexosamin nicht mit 
dem Glucosamin iden- 
tisch sei, vielmehr mit 
einer dieser isomeren 
Verbindung, dem Chon- 
\ drosamin, das, wie spater 


CH,.0.HSO, 


\ 


HC.OH 





JB. 








! Eine vorlaufige Mitteilung iiber die Ergebnisse dieser Arbeit ist in 
der ,,Wiener klin. Wochenschr.“ 1937. Nr. 20 erschienen. — ? Betr. alterer 
Literatur der Chondroitinschwefelséure vgl. in Biochem. Handlexikon IV, 
958—961, 1911. — * P. A. Levene u. La Forge, Journ. of biol. Chem. 15, 
69, 152, 1914; 18, 123, 1915; 20, 433, 1915. 
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angenommen worden ist, sich nicht von der Glucose, sondern von der Ga. 
laktose ableitet!. Das Levenesche Formelbild (ohne Riicksicht auf sterische 
Konfiguration geschrieben) ist nun allerdings nur auf den qualitativen 
Nachweis der Bausteine und die Elementaranalyse eines Barytsalzes 
CygH,,03,;N,8,Ba, nicht aber auf die quantitative Bestimmung der 
Spaltungsprodukte gestiitzt; es erscheinen, angesichts des Umstandes, 
dafS§ es sich um eine hochmolekulare und amorphe Substanz handelt, 
auch andere Deutungen und Moglichkeiten keineswegs ausgeschlossen. 
Denkt man sich die Formel synthetisch zusammengesetzt, so er- 
gibt sich: 
2 Mol. Hexosamin, C,H,,NO,, . 179 = 358 Cy, Hog N. Oj, 
2 Mol. Glucuronsdure, C,H,)O,, 2.194 = 388 C,H, Oy, 
2 Mol. H,SO,, 2. 98= 196 H, O,S, 
2 Mol. Essigsiure, C,H,O,, 2. 60= 120 C,H, O, 
1062 C,,H5,No Ose Se 
—7H,0 . 18= 12% -H, O, 
936 Cy, Hy4No Ooo Sy 
Obige Formel entspricht sonach der Formel 
Cop Hy, Ny Ong 8; 
mit dem Molekulargewicht von 936. Diese Formel erfordert die Analysen- 
werte 
35 . 90 
4.70 
2.99 
49 . 58 
6. 83 
100 . 00 


Als reduzierende Faktoren ergeben sich 


2 Mol. Hexosamin = 358 
2 Mol. Glucuronséiure = 388 


746 
1 Levene erhielt Chondrosamin synthetisch aus Lyxose. Nach Karrer 
(4. Aufl. 1936, S. 338) ist 


20 
c< 

_0 
C<p Se 
| HO—C—H 
HO—C—H 


Lyzose HO— As Galaktose 


| 
H—C—OH 
! 


H—-C—OH 
H—C—OH | 
l HO—C—H 
CH,OH | 
CH,OH 


die Konfiguration stimmt also nicht und man miiBte hier eine intra- 
molekulare Umlagerung annehmen. 
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wobei zu beachten ist, daB das Reduktionsvermégen des Glucuronsaure- 
lactons (Mol. 176) demjenigen der Glucose praktisch gleich ist}. 

Nach vollzogener Hydrolyse der Chondroitinschwefelsiure sollte 
demnach das Reduktionsvermégen des Hydrolysats so grof sein, als 
ob die Substanz zu 76,9°% aus einem bei der Hydrolyse Glucose 
liefernden Polysaccharid bestiinde. Von der reduzierenden Zucker- 
substanz sollten 48° auf Hexosamin und 52°, auf die Uronsaure 
entfallen. 

Eine obiger Formel entsprechende Substanz sollte bei der Hydrolyse 
38,3°% Hexosamin und 41,4°% Uronsaure liefern, im ganzen also 
38,3 + 41.4% = 79,7% reduzierende Substanz, ferner 12,82 °% Essig- 
siure (bzw. 9,19°%, Acetyl). 

Werfen wir nunmehr einen Blick auf die in bezug auf Zusammen- 
setzung vorliegenden alteren Analysen?, so findet sich eine Atomrelation 

Css 
bei C. Th. Mérner (1889)... 13,1: 1: 0,88 
Schmiedeberg (1891) .... 16,0: 1: 0,88 


] 
Pons (1909) 11,7: 1: 0,46 — 0,63, 


wahrend die Levenesche Formel die Relation C,,: N,: 8, fordert. 


Kondo? in F.. Hofmeisters Laboratorium fand (wenn man die Analysen 
seiner Salze metallfrei umrechnet): 





Levenes 
Kaliumsalz Kupfersalz Mittel Formel 
erfordert 


9/9 95 9% 9/9 


Natrium- Natrium- 
salz salz 


35,0 34,4 3f 35,90 
4,9 6,1 5, 4,70 
2,8 3,3 é 2,99 
ft ; : 49,58 
6,1 6,1 Dy 6,83 

100,00 


Die aus den Kondo-Zahlen errechneten Mittelwerte stimmen also 
mit der Leveneschen Formel, die damals noch nicht aufgestellt war, recht 
gut iiberein. 

Kondo rechnet auf je ein Schwefelatom, was demnach auch je einem 
N-Atom entspricht (tatséchlich gefunden S: N = 1: 0,96, 0,99, 1,09, 1,21) 
als Metall: Na 2,07, 2,10; K 2,11; Ca 1,35; nach Schmiedeberg Cu 0,90, nach 
Pons Na 1,95, was dem Leveneschen Postulate einer in je einer Spiegel- 
bildhalfte enthaltenen zweibasischen Sdure durchaus entspricht. 


Weiterhin hat Levene® seine Untersuchungen auf Mucine und 
Mucoide erstreckt und darin eine der Chondroitinschwefelsiure nahe 
verwandte Substanz, die Mucoitinschwefelsiure, aufgefunden, die sich 


1 Tierfelder, Zeitschr. f. physiol. Chem. 11, 308, 1887. — * Vgl. die 
Literatur bei K. Kondo, diese Zeitschr. 26, 116, 1910. — * P. A. Levene 
u. J. Lopez-Suarez, J. of biol. Chem. 36, 105, 1918. 
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von der ersteren dadurch unterscheidet, daB sie nicht ,,Chondrosamin ‘‘ 
(angeblich = d-Lyxohexosamin), vielmehr Glucosamin (Chitosamin) 
liefert. Chondroitinschwefelsaure findet sich im Knorpel, in den Sehnen, 
der Aorta und in der Sclera. Die Mucoitinschwefelsdure soll in zwei 
Typen existieren: Typus A im Nabelstrang, Humor aqueus und in der 
Cornea, Typus B im Mucin der Magenschleimhaut, im Ovomucoid sowie 
im Mucoid des Serums und der Ovarialcysten. Fiir Chondroitin- und 
Mucoitinschwefelsiure wurden analoge Formelbilder aufgestellt; doch 
wurde ausdriicklich gesagt: ,,In both formulas the position of the 
sulfuric acid radicle, the places of union of sugar and glucuronic acid 
and the position of the aminogroups are arbitrary.““ Nunmehr wurde fiir 
die Barytsalze beider Sauren die Formel C,,H,,Oy9N, 8, Ba, aufgestellt. 

[Die friihere Formel (siehe oben) hat C,,H,,0,,N,8,Ba gelautet. | 
Spaltungsversuche damit ergaben: Furfurol 13 bis 23 °%, (statt theoretisch 
33%) und Acetyl 7,8 bis 9,4% (statt 10%). 

Gegeniiber Levene hat Schmiedeberg' Stellung genommen und an 
seiner friiheren Auffassung festgehalten, derzufolge die Glucuronsdure mit 
doppelter Bindung am Stickstoff des Hexosamins angeheftet sein sollte. Seinem 
Chondroitin soll die Formel C,,H;,0.,N, zukommen, oder Cj,,H;,0.,N,, 
etwa dem Formelbilde entsprechend: 


JCH.O. (C Hs) 
Pid | 
/ CHN= CH 


y 


| 
CH.OH (CH.OH), 
tail 


CH O 


| 
O COOH 


Cg Hy O,4 
| 
CH,.OH ; 


Es sollte sich aus je zwei Molekiilen Glucosamin, Glucuronséure und 
Essigsaure und je einem Molekiil Hexose unter Austritt von 7 Molekiilen 
H,O zusammensetzen. 

Durch Aufnahme von zwei Molekiilen H,SO, sollte die Chondroitin- 
schwefelséure C,,H;,0,,;N.S, oder C,,H;,0,4N.S, entstehen. Schmiede- 
bergs Analysenwerte sind von denjenigen Kondos (s. oben) und der Levene- 
schen Formel nicht allzuweit entfernt: 





Levene 
bi) 


35,90 
4,70 
2,99 

49,58 
6,83 


100,00 


1 O. Schmiedeberg, Arch. f. exper. Path. u. 


Schmiedeberg 


0 


10 


36,58 
5,35 
2,62 

49,77 
5.68 


100,00 


Kondo 
90 


35,4 
5,3 
2,8 

49,7 
6,8 


100,0 
Pharm. 87, 47, 1928. 
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Sawjalow! extrahierte Knorpeln mit Kalkmilch, neutralisierte mit 
Schwefelséure, enteiweiBte durch Kochen und fallte das Kalksalz der 
Chondroitinschwefelsiure mit Alkohol. Die Analysen von drei derartigen 
Rohfallungen ergaben stark divergierende Werte, entsprechend der Atom- 
relation. 

C3933 H 65-102 No S2Ca,-4. Die H-Werte sind sicherlich unbrauchbar und 
viel zu hoch. 

Rakusin® behauptete, daB, wenn man 20 ccm einer 0,2 % igen Knorpel- 
leimlésung mit 2g wasserfreien Aluminiumhydroxyds versetzt, eine ge- 
linde ,,Hydrolyse“*(?) erfolge und sich Chondroitinschwefelsiure ,,mikro- 
kristallinisch** abscheide. Analytische Belege fehlen! 

Jorpes*® extrahierte Trachealknorpeln des Rindes 8 bis 10 Stunden 
lang bei 0 bis 3° mit 2°,iger Natronlauge, enteiweiBte bei schwach essig- 
saurer Reaktion mit Kaolin und fallte durch Alkohol das CaNa-Salz der 
Chondroitinschwefelsiure. Die Atomrelation N:S = 1: 0,93 trat zutage; 
also wiederum auf je ein N je ein S-Atom. 

Miazaki* stellte aus der Nasenscheidewand des Wales Chondroitin- 
schwefelsiure dar und fand darin: N = 2,42°,, S = 5,05°,, Ammon- 
N = 2,46°,, Acetylreste 10,38°, und Glucuronséure (aus Furfuroldestillat 
berechnet) 41,01°,. Die Levenesche Formel wiirde (s. oben) 9,19°(, Acetyl 
und 41,4°% Glucuronsaure erfordern. Der Autor hat (unter Anwendung der 
Mikroumstellung der in diesem Laboratorium ausgearbeiteten Glucosamin- 
bestimmungsmethode nach Zuckerkandl und Messiner-Klebermass * und Um- 
rechnung auf Basis der Leveneschen Formel auf Chondroitinschwefelsaure) 
nach Kawabes* Vorgang den Gehalt des Knorpels an dieser Séure errechnet : 
Fiir hyalinen Knorpel 36 bis 39°%, elastischen Knorpel 26 bis 30°, Faser- 
knorpel 14,7 bis 15,7°,. (Winter? hat seinerzeit in diesem Laboratorium 
den mittleren Gehalt des hyalinen Knorpels an. Chondroitinschwefelsiure 
mit 41°, bewertet.) 

Der Abbau der Chondroitinschwefelséure ist von Hebting® im StraB- 
burger Laboratorium F’. Hofmeisters kurz vor Kriegsausbruch erfolgreich 
in Angriff genommen worden. Chondroitinschwefelsiure wurde mit Oxal- 
siure hydrolysiert und das eingeengte Hydrolysat mit Alkohol gefallt. 
Die rohe Fallung verwandelte sich bei mehrtagigem Stehen unter absolutem 
Alkohol, der 5% Salzséure enthielt, in eine sehr hygroskopische, stark 
reduzierende kristalline Substanz, die vom Autor als salzsaurer Chondrosin- 
dthylester, Cy. HNO, (C,H;) HCl, bezeichnet worden ist. Aus dem Hydro- 
lysat wurde auch eine in feinen Nadeln kristallisierende reduzierende Sub- 
stanz C,.H.,N Oj, erhalten. 


Uberblicken wir die Gesamtheit der vorliegenden Literaturangaben, 
so gelangen wir zu dem Resultat, da der chemische Aufbau der Chon- 
droitinschwefelsiure keineswegs vollstandig sichergestellt ist. Wir 
wissen, daB sie bei der Spaltung Hexosamin, Glucuronsaure, Schwefel- 
siure und Essigsaure liefert und daB auf je ein Glucosamin eine Schwefel- 


1 W. Sawjalow, Zeitschr. f. physiol. Chem. 126, 218, 1922. — ® M.A. 
Rakusin, diese Zeitschr. 130, 278, 1922. 3 E. Jorpes, ebenda 204, 354, 
1928. 4 T. Miazaki, J. of Biochem. 20, 211, 1935; Ronas Ber. 84, 34. 

5 R. Zuckerkandl u. L. Messiner-Klebermass, diese Zeitschr. 236, 19, 1931. 
— °® K. Kawabe, J. of Biochem. 19, 319, 1934; Ronas Ber. 81, 109. 

7 W. Winter, diese Zeitschr. 246, 22, 1932. — 8 I. Hebting, ebenda 68, 
352, 1914. 
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siure entfallt (N:S = 1:1). Wir wissen aber nicht genau, welches dic 
Relation zwischen Glucosamin, Glucuronsiure und Essigsiéure sei 
und wir wissen auch nicht, ob nicht etwa im Sinne der Schmiedeberg schen 
Hypothese sich noch eine andere kohlenhydratartige Substanz auBber 
Hexosamin und Uronséure am Aufbau der Chondroitinschwefelsaiure 
beteiligt. Wir wissen nicht, ob das Chondrosamin an seinem Stickstoff 
eine Acetylgruppe oder die Glucuronsadure tragt. Wir wissen ferner 
nichts tiiber das Molekulargewicht der Chondroitinschwefelsaure und ob 
nicht etwa ihr Molekiil ein viel gréBeres und komplizierteres sei als den 
relativ einfachen Leveneschen und Schmiedebergschen Formeln ent- 
spricht. Wir wissen schlieBlich tiberhaupt nichts tiber den Feinbau dieser 
Verbindung. Vor allem mangelt es bisher an quantitativen Abbauwver- 
suchen. Die Vorbedingungen fiir solche schienen aber gegenwiartig 
gegeben zu sein, insofern nunmebr Mikromethoden zur Bestimmung der 
Glucuronsaure (Firth und Peschek!), des Glucosamins (Boyer und Fiirth*) 
nach dem Prinzip von Elson und Morgan vorliegen und auch fiir die 
Mikrobestimmung der JLssigsdure exakte Mikromethoden von 
A. Friedrich® und seinen Mitatbeitern in diesem Institut ausgearbeitet 
worden sind. Daf von der Elementaranalyse als solche nicht viel zu 
erwarten sei, erkennen wir ohne weiteres, wenn wir z. B. beachten, wie 
wenig die Analysenwerte zweier so grundverschiedener Formelbilder, 
wie es diejenigen von Levene und Schmiedeberg sind, tatsichlich von- 


einander abweichen. Nicht nur neue Elementaranalysen, vielmehr auch 
neue Abbauversuche scheinen uns ein Postulat des Tages zu sein. Auch 
wird es sich empfehlen, die Studien dadurch auf eine breitere Basis zu 
stellen, daB wir uns nicht, wie bisher, auf das Studium der aus Sduge- 
tierknorpel gewonnenen Chondroitinschwefelsiure beschranken, sondern 
auch eine solche, die aus den Knorpeln von Fischen (Rochen und Hai- 
fischen) gewonnen worden ist, untersucherf. 


Wir gehen nunmehr zur Beschreibung unserer Versuche tber. 


1. Die Zuckerausbeute aus Knorpelsubstanz. 


Das Ausgangsmaterial fiir unsere Versuche waren die knorpeligen 
Nasenscheidewinde des Schweines, die nach dem Vorgange von W. Winter! 
vorbehandelt wurden. 


3 g der gereinigten trockenen Knorpelsubstanz wurden mit 50 ccm 
5 %iger Salzsdéure 10 Stunden lang gekocht. Das filtrierte Hydrolysat 
wurde mit Phosphorwolframsaure ausgefallt und der Uberschu8 dieser 


letzteren nach Van Slyke beseitigt. Die Zuckerbestimmung nach Bertrand 


1 Fiirth u. Peschek, diese Zeitschr. 287, 368, 1936. — ? Boyer u. Fiirth, 
ebenda 282, 242, 1935. — * A. Frieerich u. G. Rapoport, ebenda 251, 432, 
1932. — 4 W. Winter, ebenda 246, 13, 1932. 
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ergab nunmehr (als Glucose berechnet) eine Gesamtzuckerausbeute 
von 19,7%, wahrend Winter (|. c. 8.23) unter ahnlichen Bedingungen 
aus 100 g Knorpel 21,5 ° Zucker erhalten hatte. Dieser Zucker gab die 
Farbenreaktionen mit Diphenylamin, «-Naphthol und Indol in der von 
Dische* angegebenen Weise, ferner die Orcinreaktion nach M. Sédrensen?. 
Der Glucosaminnachweis nach Zuckerkandl und L. Messiner® ergab, 
daB mehr als die Halfte des reduzierenden Zuckers aus Glucosamin 
bestand. Dagegen lieB sich dieses nach dem Vorgang von Boyer und 
Fiirth* nicht kolorimetrisch ermitteln. 

Nach W. Winter (l.c. 8.22 u. 28) setzt sich der Séugetierknorpel 
im Mittel wie folgt zusammen: 


Kollagene Substanz ........... 42% 
Chondroitinschwefelsdure ......... 41% 
MII i i OE HR PSO RS SE 
Wasserléslicher Rest ........4.4.. 7% 


100% 


Wenn nun, der Leveneschen Formel entsprechend, je ein Molekiil 
Chondroitinschwefelsiure (Molekulargew. 936) bei der Hydrolyse 2 Mol. 
Aminohexose (2 . 179 = 358) und 2 Mol. Glucuronsaure (2 . 194 = 388) 
liefern wiirde (siehe oben), miibte die aus Knorpel erhaltliche Gesamt- 
ausbeute an reduzierendem Zucker etwa 32°, betragen, wdhrend die tat- 
siichlich gefundene Ausbeute weit geringer, ndmlich nur 19,7 %, bzw. 21,5 %, 
gewesen ist, 


2. Die Zuckerausbeute aus Chondroitinschwefelsiure. 


Darstellung der Chondroitinschwefelsiure nach Kondo® (Laboratorium 
Hofmeister, StraBburg). 445 g feuchter, von anhaftendem Gewebe sorgfaltig 
gereinigter knorpeliger Nasenscheidenwinde vom Schwein wurden mit der 
Fleischhackmaschine zerkleinert und 5 Tage lang unter taglich gewechseltem 
Wasser aufbewahrt, sodann 2 Tage lang mit einem Liter 2 °,iger Natronlauge 
bei Zimmertemperatur behandelt. 

Nunmehr wurde mit dem gleichen Volumen Wassers verdiinnt, koliert 
und der Riickstand noch einmal mit 2°%,iger Natronlauge extrahiert. Die 
vereinigten alkalischen Extrakte wurden mit Essigsiure angeséuert, mit Ba- 
riumearbonat kurz aufgekocht, 7 Stunden auf dem Wasserbade erwarmt. 
Zentrifugiert. Das Zentrifugat (das keine Hellersche EiweiBprobe und nur 
eine sehr schwache Biuretreaktion gab und etwa 5 Liter umfaBte) wurde 
auf dem Wasserbade auf 200 ccm eingeengt und in das mehrfache Volumen 
von Hisessig eingegossen, wobei die Chondroitinschwefelsaure ausfiel. Diese 
wurde abfiltriert, in heiBem Wasser wieder gelést, neuerlich durch EingieBen 
in Hisessig gefallt, abermals in Wasser gelést und die nunmehr biuretfreie 
Lésung mit Alkohol ausgefillt. Das so abgetrennte, eiweiBfreie Praparat 


1 Z. Dische, Mikrochemie 1, 1, 1929. 2 M. Sérensen u. G. Hangaard, 
diese Zeitschr. 260, 247, 1933; 269, 271, 1934. — * F. Zuckerkandl u. 
L. Messiner-Klebermass, ebenda 236, 19, 1931. — ‘4 R. Boyer u. O. Fiirth, 
l.c. — 5 K. Kondo, diese Zeitschr. 26, 116, 1910. 
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(Ausbeute 24 g) stellte ein schneeweiBes Pulver dar, das sehr reichlich Asche 
enthielt. 

Zum Zwecke der Feststellung, welche Menge reduzierenden Zuckers 
aus Chondroitinschwefelsiure durch Sdurehydrolyse gewonnen werden 
kann, wurde eine Versuchsserie ausgefiihrt. Dieselbe ergab aschefrei 
berechnet : 


Nach 5 Stunden mit 1° ,iger Salzséure 34,0°, als Glucose berechnet 
3 5 °oiger 34,6 °,, reduzierenden Zuckers 
6 5 °,iger 35,5 % 
) 7 °oiger 35,1 °, 
15 os 7 °,iger 34,2% 
15 Minuten 20 °,iger 38,0, 30% 
1 Stunde 20 °,iger 33,0 % 
5 Stunden 20 °, iger 21,5% 
5 Minuten 37 °iger 30,4 °, 
10 ine 37 °jiger 31,0% 

Die optimale Ausbeute von 38°%, war also durch viertelstiindiges 
Kochen mit 20 °,iger Salzsdure erzielt worden. Sie entspricht etwa dem 
Hexosamingehalt der Leveneschen Formel, nicht aber der erwarteten 
Summe des Hexosamins und der Uronsaure (38,3 °%, + 41,4°% = 79,7 °%). 

Wir gelangten also zu dem unerwarteten Ergebnis, daB das bei 
optimaler Sdurehydrolyse der Chondroitinschwefelsiure zutage tretende 
Reduktionsvermégen derart beschafjen sei, als ob sich die Glucuronsdur 
tiberhaupt nicht an der Reduktion beteiligen wiirde. 

Was die Natur des in der Chondroitinschwefelsdure enthaltenen 
Hexosamins betrifft, gibt Freudenberg! an, dem Glucosamin, sowie dem 
Chitosamin komme die Konfiguration der Glucose, dem Chondrosamin 
jedoch diejenige der Galaktose zu (vgl. Levene, siehe oben). 

Die quantitative Bestimmung des Hexosamins nach dem Vorgang 
von Zuckerkandl, Messiner (l.c.) konnte, in dem dunkel gefarbten 
-Hydrolysat nicht unmittelbar, sondern erst nach energischer Entfarbung 
mit Tierkohle durchgefiihrt werden. Dabei bleibt ein erheblicher Teil 
der reduzierenden Substanz in der Tierkohle hangen. In dem fast farb- 
losen Filtrat entfielen bei wiederholten Bestimmungen etwa drei Vierte! 
des noch vorhandenen reduzierenden Zuckers auf das Hexosamin. 
Allerdings kann aus diesem Befunde nicht ohne weiteres auf die Zucker- 
verteilung in der Chondroitinschwefelsiure riickgeschlossen werden, 
da es ja keineswegs selbstverstandlich ist, daB aus einem Gemenge von 
Kohlenhydraten alle gleichmaBig von Tierkohle zuriickgehalten werden. 
Versuche, das Hexosamin nach dem von R. Boyer und O. Fiirth® kiirzlich 
verbesserten Verfahren von Elson und Morgan zu bestimmen (wobei 


1 Freudenberg, Stereochemie 1933, S. 712. — ? Levene, J. of biol. 
Chem. 26, 143, 1916. — * R. Boyer u. O. Fiirth, diese Zeitschr. 282, 242, 
1935. 
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man das Hexosamin in sodaalkalischer Lésung mit Acetylaceton in 
der Warme reagieren 1aBt und dann die Farbung mit Eisessig und 
Ehrlichschem Reagens entwickelt), ergaben zwar schéne und reine Far- 
bungen; die Resultate waren aber sprunghaft, inkonstant und mit 
unberechenbaren Abweichungen behaftet, daher nur qualitativ ver- 
wertbar. 


3. Caleium- und Ammoniumsalz der Chondroitinschwefelsiure aus Schweine- 
knorpeln. 


Darstellung von Chondroitinschwefelsdure aus Nasenscheidewtinden 


des Schweines. 


Feuchter, sauber gereinigter Knorpel aus Schweins-Nasenscheide- 
wanden wurden 5 Tage lang unter taglich gewechseltem Wasser gehalten, 
sodann abgepreBt und 2 Tage lang in ungebrauchten emaillierten Ge- 
faBen in Beriihrung mit 2°,iger Natronlauge (pro Anal. Merck) gehalten, 
mit Wasser verdiinnt, koliert, neuerlich einen Tag lang unter 2°,iger Lauge 
gehalten. Die alkalischen Lésungen wurden mit Essigsiure schwach an- 
gesauert, mit Bariumecarbonat neutralisiert, aufgekocht, eingeengt und ab- 
zentrifugiert. Die ziemlich dicke, etwa 1 Liter umfassende Lésung wurde 
in 1700 cem EHisessig eingegossen, wobei eine reichliche gallertige Fallung 
erfolgte, die abgesaugt wurde. Die Fallung erwies sich eiweiBhaltig. Sie 
wurde wieder in Wasser gelést, die Lésung (550 cem) in 1200 cem Eisessig 
eingegossen und die neue Fallung abgenutscht. Das Filtrat erwies sich 
nunmehr als eiweiBfrei und gab weder mit Sulfosalicylsiure, noch mit 
Phosphorwolframséure und Salzséiure eine Fallung. Die Fallung wurde 
nunmehr, um sie von Essigsiure zu befreien, dreimal mit je !/, bis 1 Liter 
Alkohol aufgeschwemmt und je 1 Tag stehengelassen, schlie8lich abgenutscht, 
in Wasser gelést, mit soviel Kalilauge versetzt, daB sie gegen Phenol- 
phthalein sauer, gegen Lackmus neutral erschien. 600 cem dieser Lésung 
wurden in das gleiche Volumen Alkohol eingegossen, der reichliche Nieder- 
schlag auf einem gehirteten Filter gesammelt, mit Alkohol und Ather ge- 
waschen und im Vakuum bei Zimmertemperatur getrocknet. Die Ausbeute 
betrug 30g eines braiunlichen Pulvers, das sich als ein Calciumsalz erwies. 
Die Analyse desselben ergab: 





Mittel } i] Mittel 
t | ) | 
4 0/9 Of 


C | 29,30 29,14 29,22 4,54 4,60 
H |= 4,54 4,68 4,61 y 9,41 9,46 
N | 


2,46 2,56 2,51 


Bestimmungen der Glucuronsiure aus der Kohlensdureabspaltung 
bei Destillation mit Phosphorsiure ergaben fiir abgespaltene CO, die 
Werte von 

9,1 
9,9 
9,91 
9,32 
Biochemische Zeitschrift Band 294. 


3 
8 


Mittel 9,58°,. 
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Die Hauptmenge dieses Praparats wurde nun von Calcium befreit 
und in ein Ammoniumsalz iibergefiihrt. Zu diesem Zwecke wurde es in 
Wasser gelést, die Lésung ammoniakalisch gemacht, mit Oxalsaure 
ausgefallt, der reichliche Niederschlag von Calciumoxalat abfiltriert. 
Das klare, gelbe, calciumfreie Filtrat wurde in das mehrfache Volumen 
Eisessig eingegossen, der Niederschlag abzentrifugiert, durch wiederholte 
Behandlung mit Alkohol von anhaftender Essigsaure vollstandig befreit, 
im Vakuum getrocknet und analysiert. Neben dem Gesamtsticksto}{ 
wurde der Ammoniumstickstoff durch Destillation mit Magnesia ge- 
sondert ermittelt. 


Bei Umrechnung des Calcium- und des Ammoniumsalzes auf freie 
Chondroitinschwefelséure ergab sich: 





Aus Calciumsalz | Aus Ammoniumsalz Mittel 
9/9 | 99 %%o 








32,65 2,47 
5,10 
3,24 
5,66 
53,35 
100,00 


Acetyl-CH,.CO | - 7,57 
CO, aus Glucuronsaure 9,48 | 10,04 


4. Chondroitinschwefelsiure aus Haifisch- und Rochenknorpeln. 


Um festzustellen, ob die ChS aus Sdugetierknorpeln identisch sei mit 
derjenigen der Knorpelfische, bei denen ja die Knochensubstanz anderer 
Wirbeltiere auch im angewachsenen Zustande vollig durch Knorpel ersetzt 
ist, wurden gereinigte Haifisch- und Rochenknorpeln in analoger Weise 
verarbeitet, wie es friiher fiir die knorpeligen Nasenscheidewainde von 
Schweinen beschrieben worden ist. Die Analysen ergaben: 





Chondroitinschwefelsaures Ca Mittel Ca frei 
aus Haifischknorpeln umgerechnet 





| 
O}5 | 


9 


27,00 27, 30,35 
3,62 3,66 4,12 
2,18 22 | 2,47 
4,95 | 5,60 

10,70 


61.37 | 57,66 


~ 100,00 


Acetyl-C H,.CO 7,66 
CO, aus Glucuronsaé ure - 5 10,77 
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Chondroitinschwefelsaures Ca 
aus Rochenkuorpeln 


Ca frei 
umgerechnet 


9% Fo | | %l9 





30,80 30,65 30,73 33,98 
4,23 4,12 4,18 4,62 
3,24 3,32 3,28 3,62 
4,96 — 5,12 5,04 5,57 
9,50 9,64 49,57 

52,21 


100,00 


Acetyl-CH;.CO | 6,10 é 22 | 6,87 
C O, aus Glucuronsaéure 9,00 23 10,20 


Vergleichen wir nun die aus den verschiedenen Salzen berechneten 
Analysenwerte fiir freie Chondroitinschwefelsiure aus Schweins-, Hai- 
und Rochenknorpeln mit den von der Leveneschen Formel postulierten 
Zahlen, so ergibt sich Folgendes: 





Freie Chondroitinschwefelsdiure aus OP Se 
Formel 
erfordert 





schweine- Haifisch- Rochen- 
knorpeln knorpeln knorpeln 
9/9 ; aT) 9! %o 
32,47 30,35 33,98 35,90 
5,05 4,12 4,62 4,70 
3,00 2,47 3,62 2,99 
5,37 5,50 5,57 6,83 
54,11 57,56 52,21 49,58 
100,00 100,00 100,00 100,00 
Acetyl-CH,CO 7,5 7,66 6,87 9,19 
CO, aus Glucuronséure 10,04 10,77 10,20 9,40 


Sowohl beim Vergleich dieser Formeln untereinander als auch mit 
den Werten der Leveneschen Formel ergaben sich nicht unerhebliche 
Abweichungen. Wir bemerken, da® alle Kohlenstoffwerte wesentlich 
kleiner sind als es die Levene sche Formel erfordert, ebenso alle Schwefel- 
sowie alle Acetylwerte. Letztere Abweichungen diirften daher kommen, 
daB die Priparate nicht intakt geblieben, vielmehr bei der Darstellung 
teilweise EinbuBen an anhdngenden Schwefelsiure- und Acetylresten 
erlitten haben diirften. Der zu hohe Stickstoffwert in der ChS aus 
Rochenmuskeln kénnte daher stammen, dai die Organe von Rochen 
reich an Ammoniak sind und es leicht geschehen kénnte, daB bei der 
Kisessigfallung ein Gemenge von Calcium- und Ammoniumsalz zum 
Yorschein kommt. 


Fr” 
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Ein giinstigeres Bild bietet sich dar, wenn wir aus den einzelnen 
Formeln die zugehérigen Atomrelationen berechnen: 
Chondroitinschwefelsaéure aus 

Schweineknorpeln, Calciumsalz. . C 

Schweineknorpeln, Ammoniumsalz C 

Haifischknorpeln, Caleiumsalz . . C N 0,18, S 0,17, O 3,59 
Rochenknorpeln, Calciumsalz . . C , N 0,26, S 0,17, O 3,5 

Mittel: C 2,69, H 4,71, N 0,22, S 0,17, O 3,40 

Levenesche Formel: C 2,80, H 4,40, N 0,20, S 0,20, O 2,90 


N 0,20, 8 0,16, O 3,42 
N 0,23, 8 0,17, O 3,34 


bo be to th 


Wir kommen zu dem Ergebnis, daB die bisherigen Analysen keinen 
ausreichenden Anhalispunkt fiir die Annahme bieten, daB die ChS aus 
Sdugetierknorpeln von derjenigen der Knorpelfische wesensverschieden 
sei und da vorliufig kein zwingender Grund vorliegt, von der Levene schen 
Formel abzugehen. 


5. Reinigung der Chondroitinschwefelsiure auf dem Wege des Bleisalzes. 


Wir versuchten nun, die Chondroitinschwefelsiure durch Uber- 
fiihrung in ihr Bleisalz einer Weiteren Reinigung zu unterziehen. Zu 
diesem Zwecke wurden 3g des oben beschriebenen Ammonsalzes aus 
Schweineknorpeln in heiBem Wasser gelést. Aus der opaleszenten 
Lésung fiel auf Zusatz von Bleiessig (unter Vermeidung eines Uber- 
schusses) ein gallertiger Niederschlag aus. Dieser wurde auf einem ge- 


harteten Filter mit kaltem Wasser gewaschen, sodann in verdiinnter 
Essigsiure gelést und mit Alkohol wieder ausgefallt. Der neue Nieder- 
schlag wurde abgesaugt, dreimal mit Alkohol verrieben und immer 
wieder abgetrennt, schlieBlich auf einem geharteten Filter noch dreimal 
mit absolutem Alkohol und mit Ather gewaschen, wochenlang im Vakuum 
bei Zimmertemperatur und dann noch iiber Calciumchlorid im Vakuum 
bei 10mm Druck und 40° getrocknet. ~ 


‘ 


Das Praparat enthielt 30,38° Pb, was einer Relation N: Pb 
= 1: 0,97 entspricht. Aus den unter 3. beschriebenen Calciumsalzen der 
ChS errechnet sich fiir das Praparat aus Schweineknorpeln N: Ca 
= 1:1,27, aus Rochenknorpeln N: Ca = 1: 1,04. 

Bleifrei umgerechnet ergab die Analyse: 
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sichtig. Dieses wurde aus 2g des vorerwahnten Ammonsalzes durch 
Fallung der wisserigen Lésung mit alkoholischem Zinkacetat gewonnen. 
Es wurde durch Lésen in Wasser und Wiederfillen mit Alkohol gereinigt. 
Die in einer Ausbeute von nahezu 2g gewonnene Zinkverbindung enthielt 
das Zink offenbar in nichtionisiertem Zustande. (Die essigsaure Lésung 
gab mit Schwefelwasserstoff keine Fiallung von ZnS, aus der ammoniaka- 
lischen schied sich mit H,S nur langsam ZnS ab.) Anscheinend war das 
Priparat ein Gemenge eines Zink- und Ammonsalzes?. 


6. Vorversuche iiber Darstellung und Eigenschaften der freien Chondroitin- 
schwefelsiure. 


Die Eigenschaften der freien ChS sind nur sehr unvollkommen bekannt. 
Auch findet sich im Schrifttum mehrfach die Angabe, die ChS sei eine sehr 
zersetzliche und in freiem Zustande nicht haltbare Substanz. Aus den 
Schwermetallsalzen (dem Kupfer, Blei und Zinksalz) laBt sich das Metall 
nicht ohne weiteres mit Schwefelwasserstoff beseitigen. Ebensowenig laBt 
sich das Blei aus der Bleiverbindung leicht mit Schwefelsiure ausfillen. 


Wir versuchten, die freie ChS aus ihrem Ammonsalz zu gewinnen, 
indem wir diese Lésung mit Salzséiure ansiuerten und sogleich durch 
EingieBen in Eisessig fallten, den Niederschlag durch wiederholtes Ver- 
reiben mit Alkohol von der anhaftenden Salzsiure befreiten. Die wisserige 
opaleszente Lésung dieses Niederschlags zeigte folgendes Verhalten: 


Sie reagierte sehr stark sauer. Von Hisessig wurde sie getriibt. Alkohol 
und Methylalkohol gaben nur eine geringe Triibung, die sich jedoch bei 
Zusatz eines Tropfens konzentrierter Kochsalzlésung zu Flocken verdichtete. 
Aceton erzeugte keine Fallung. Die mit Salzsaéure angesiuerte Lésung blieb 
mit Phosphorwolframsdure ganz klar, war sonach eiweiffrei. Die Lésung 
reduzierte weder eine F'ehlingsche, noch eine ammoniakalische Silberlésung. 
Beim Kochen mit Lauge farbte sie sich zitronengelb. Alkoholisches Kupfer- 
acetat gab eine Triibung, alkoholisches Zinkacetat eine reichliche Fallhung; 
auf Zusatz von Bleiessig erstarrte die Fliissigkeit zu einer Gallerte. Die 
Reaktion von Molisch war positiv. Beim Kochen mit Phloroglucin und 
konz. Salzsaure erfolgte Rotfarbung. Auch die Reaktion von Elson-Morgan 
fiel positiv aus: 1 cem der Lésung wurde mit einigen Tropfen Acetylaceton 
und 1 ecm wasseriger Sodalésung iiber freier Flamme erhitzt, dann unter 
der Wasserleitung abgekiihlt, sodann mit dem gleichen Volumen Eisessig 
und einigen Tropfen von Ehrlichschem Aldehydreagens versetzt; nach 
kurzdauerndem Stehen trat eine schéne rosenrote Farbung auf. Eine 
Leimlésung wurde von der Ch so vollstindig ausgefallt, daB die iiberstehende 
Fliissigkeit keine Biuretreaktion gab. 

Es ergibt sich allerdings die Frage, ob die so erhaltene Saure wirklich 
intakte ChS war und ob nicht bereits unter der Einwirkung der freien Salz- 
siure eine teilweise Abspaltung von Schwefelsaéure und Essigsiurekomplexen 
erfolgt war. Ein aus einem Calciumsalz der ChS§ in ahnlicher Weise, jedoch 
unter verlingerter Einwirkung von Salzsiure erhaltenes Priparat ergab 
(Doppelanalysen !) eine Atomrelation C3 9;, Hy 97, No.4, So.45 gegeniiber der 


1 Die Levenesche Formel C,, Hy N,S,O,,Zn, wiirde erfordern: N 2,68, 
8S 6,01°,, Zn 12,24°%. Gefunden wurde: N 3,55°,, 8 5,67°,, Zn 14,87°,. 
Nach mehrtigiger Dialyse war (vermutlich infolge Beseitigung der ammon- 
haltigen Komponente) auffallenderweise der Zn-Gehalt auf 18,33 bzw. 
18,21°,, gestiegen. 
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Leveneschen Relation C4 59H 49No,29So,99: Es war also in diesem Falle etwa 
ein Viertel der urspriinglich vorhandenen Schwefelsdure in Verlust geraten. 
Bei einem weiteren Versuch, die freie Chondroitinschwefelsdure in 
schonender Weise darzustellen, wurden 3 g eines Ammonsalzes (desselben, 
das zur Darstellung des reinen Bleisalzes gedient hatte) in 25 cem 
Wasser gelést, mit 10 ccm 10 %iger Salzsiure versetzt; nach 5 Minuten 
wurde in das achtfache Volumen Eisessig eingegossen und der ent- 
standene Niederschlag sogleich abzentrifugiert. Der Niederschlag 
wurde durch dreimaliges Zentrifugieren mit Eisessig gewaschen, er blieb 
sodann 2 Tage lang unter Alkohol stehen, wurde dann noch zweimal 
mit Alkohol und dreimal mit absolutem Ather behandelt, schlieBlich 
im Vakuum bei Zimmertemperatur scharf iiber Calciumchlorid getrocknet. 
Ausbeute 2'/,g. Das so erhaltene schneeweiBe Pulver enthalt etwa 
0,2°% Chlor als Ver- 
Die Levenesche Formel unreinigung. Es enthielt 
Fo 3,59 % Gesamt-N, 0,53 °), 
| Ammonium-N und 
Gesamt-N 3,54 5.44% S. 
Ammonium-N ‘ 





9.99 Ks hat sich also hier 


S 5~ 6,83 


offenbar wirklich gré}- 
tenteils um freie Chon- 
droitinsiure mit einer nur geringen Beimengung des Ammoniumsalzes 
gehandelt. Der korrigierte N stimmte sehr gut mit dem Postulat der 
Leveneschen Formel iiberein. Weniger gut war die Ubereinstimmung 
in bezug auf den Schwefel, von dem noch immer etwa ein Viertel wahrend 
der Darstellung abhanden gekommen war. 


7. Vermeidung der Schwefelsiureabspaltung bei der Darstellung. 


Wir versuchten nun weiterhin durch einen schonenden Vorgang 
bei Darstellung der Calciumverbindung direkt aus dem Knorpel Schwefel- 
verluste infolge Schwefelsiureabspaltung aus der ChS nach Tunlichkeit 
zu vermeiden. 50g feuchten Knorpels wurden 1 Stunde lang mit 
Wasser bei 100° gehalten, dann in der Reibschale zerquetscht und 
eine weitere Stunde mit Wasser auf 100° erwirmt. Nun wurde der 
Knorpelriickstand iiber Nacht unter 2%iger Natronlauge belassen, 
wobei nahezu vollstaéndige Lésung erfolgte. Nunmehr wurde Salzsaure 
auf 1°% zugesetzt, mit Phosphorwolframsdure ausgefallt, der Nieder- 
schlag sofort abzentrifugiert, die iiberstehende klare Fliissigkeit alsbald 
mit Natronlauge neutralisiert, sodann schwach essigsauer gemacht. 
unter Zusatz von Bariumcarbonat stark eingeengt, mit dem achtfachen 
Volumen Fisessig gefallt, und der Niederschlag in Wasser suspendiert 
und einer sechstagigen Dialyse unterworfen; die erhaltene Lésung wurde 
mit Alkohol gefallt, ahnlich wie beim Versuch 7 weiterbehandelt, schliet)- 
lich im Vakuum bei 100° iiber P, O, scharf getrocknet. Die Analyse ergab: 
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| Die Levenesche Formel 
er(ordert 
0 0 
1,81 
1,88 


5,01 
5,26 





1,85 | Daraus Ca-frei berechnet: 2,99 
N = 2,36 
| 5,13 S = 6,54 6,83 


Ca 21,44), (Aus Asche als CaO angenommen!) 


Eine weitere Praparation analoger Art, ohne Erhitzen dargestellt, 
aber mit Phosphorwolframsaurefillung ergab: 





| Die Levenesche Formel 
erfordert 


%o 


2,13 
2,13 
5,76 | 
5,74 | 
14,94 
Es war hier also tatsdchlich gelungen, einen wesentlichen Schwefel- 
verlust infolge Schwefelsiureabspaltung zu vermeiden. 


2,13 Daraus Ca-frei berechnet: 2,99 
N = 2,50 
5,76 8S = 6, 6,83 


8. Verbessertes, schonendes Darstellungsverfahren der Chondroitinschwefel- 
siiure. 

Im Laufe unserer Untersuchungen sind wir uns dariiber klar 
geworden, daB die grofen und bisher kaum tiberwundenen Schwierig- 
keiten, die ChS in guter Ausbeute und unzersetztem Zustande zu ge- 
winnen, vor allem durch folgende Momente bedingt waren: 

1. Die alteren Extraktionsmethoden mit verdiinntem Alkali waren 
unzureichend und lieBen einen groBen Teil der Ch S ungelést im Knorpel- 
riickstande zuriick. Diese Schwierigkeit wird beseitigt, wenn man das 
Knorpelgefiige zunichst durch Zerkochen mit Wasser auflockert. Dann 
gelingt es leicht durch nachfolgende Behandlung mit 2°%iger Natron- 
lauge in der Kalte fast die ganze Knorpelsubstanz in Lésung zu bringen. 

2. Die ChS ist, wie bereits erwahnt, gegen langere Einwirkung 
von Mineralsdéuren schon in der Kalte sehr empfindlich. Es ist daher 
unerlaBlich, dort, wo sich die Behandlung mit solchen nicht umgehen 
laBt, sie zeitlich auf ein Minimum zu beschrinken. 

3. Es ist sehr zeitraubend und kostspielig, wenn man in der bisher 
geiibten Weise die ChS durch oft wiederholtes Lésen in Wasser und 
Fallen mit Eisessig vom Hiweif vollig befreien will. Es gelingt dies aber 
leicht und vollstandig durch Phosphorwolframsdurefdllung. Dabei ist 
aber folgender Umstand wohl zu beachten. Wird eine wasserige Knorpel- 
auskochung ohne weiteres mit Salzsiure angesiuert und mit PWS. 
versetzt, so erfolgt zunachst keine EiweiBfaillung, sondern nur eine 
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Triibung. Macht man aber die Knorpelauskochung zuniachst mit Natron- 
lauge alkalisch, 1aBt die Lauge eine Zeitlang einwirken und sauert dann 
mit Salzsiure an, so erzeugt PWS. eine volumindése Fallung, die, wie 
die Biuretreaktion lehrt, das gesamte KnorpeleiweiB (Kollagen) in sich 
einschlieBt. Sorgt man durch gutes Auswaschen des Niederschlags 
dafiir, daB keine ChS von diesem mechanisch mitgerissen wird, so findet 
sich anscheinend die ganze oder doch sicherlich der gréBte Teil der ChS 
in dem wasserklaren Filtrat. 


4. Es ist unerlaBlich, das mangelnde Dialysiervermégen der ChS 
bei der Darstellung derselben zur Beseitigung von der kolloidalen 
Substanz stark anhaftenden Kristalloiden auszunutzen. Doch gelingt 
es nicht, auch nicht durch langdauernde Dialyse, die ChS aschefrei 
zu erhalten. Denn diese schlieBt (je nach der Art der Substanzen, mit 
denen sie bei der Darstellung in Beriihrung gekommen ist) Metalle 
in fester, bei saurer Reaktion nicht ionisierter und adialysabler Bindung 
ein. Vom Calciumgehalt der Knorpeln herriihrend, ist dieses Metall 
stets vorhanden; es kann aus ammoniakalischer Lésung als Oxalat 
ausgefallt werden, wobei jedoch Ammoniumkomplexe seinen Platz 
einnehmen. 


Gestiitzt auf diese Erfahrungen haben wir die Darstellung in fol- 
gender Art vorgenommen: 


500g gut gereinigter und “fein zerkleinerter, knorpeliger Nasen- 
scheidewinde vom Schwein (mit einem Wassergehalt von 79%, 105g 
trockenen Knorpels entsprechend) wurden kurze Zeit auf dem Wasser- 
bad mit wenig Wasser erwirmt, dann weiter mit dem doppelten des 
Knorpelvolumens Wasser versetzt und 11/, Stunden lang im Kochtopf im 
siedenden Wasserbad erhitzt. Nach dem Auskiihlen wurde mit Natron- 
lauge (auf 2%, Gehalt daran) versetzt und 18 Stunden bei Zimmer. 
temperatur stehengelassen, wobei der Knorpel bis auf geringe Reste 
in Lésung ging. Diese wurde mit Salzsiure (auf 1° Gehalt daran) 
versetzt, sofort mit Phosphorwolframséure ausgefallt und sogleich 
zentrifugiert. Die vom Bodensatz abgegossene Fliissigkeit wurde mit 
Natronlauge neutralisiert, schwach essigsauer gemacht, mit einer 
Messerspitze Bariumcarbonat auf etwa 400 ccm eingeengt und in das 
achtfache Volumen KEisessig eingegossen. Der massenhafte Nieder- 
schlag wurde auf einem Saugfilter gesammelt, in 300 ccm Wasser gelést, 
noch einmal mit Eisessig gefallt, am Filter mit Eisessig und Alkoho! 
gewaschen. Der Filterinhalt in Wasser aufgeschwemmt, 3 Tage gegen 
flieBendes und einen Tag gegen destilliertes Wasser dialysiert, die 
Lésung auf dem Wasserbad zum Sirup eingedampft, dieser in 95 %igen 
Alkohol eingetropft, die Fallung mit Alkohol gewaschen und im Vakuum 
getrocknet. 
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Es resultierten 31 g eines schneeweiBen Pulvers!, das im wesentlichen 
aus einem Calciumsalz der Chondroitinschwefelséure bestand. Praparat ,,X“*. 


A. Calciumsalz. 


Die Analyse desselben ergab: 





Die Levenesche Formel 
erfordert 
0 


und Ca-frei berechnet: 2,99 
3,69 
| 5,94 6,89 6,83 
| 
Ca yf | | 
Der zu hohe Stickstoffgehalt des Priparats kénnte durch die Bei- 
mengung einer N-haltigen Substanz bedingt sein (eines Ammoniumsalzes ?). 


B. Darstellung eines Ammonsalzes. 


10g des Calciumsalzes ,,X‘‘ wurden in 200cem Wasser gelést. Die 
stark saure Lésung wurde mit Ammoniak versetzt und mit einer siedenden 
Ammonoxalatlésung ausgefillt. Die reichliche kristallinische Fallung 
von Caleciumoxalat wurde nach achtzehnstiindigem Stehen abfiltriert und 
das Filtrat in die achtfache Kisessig-Menge eingegossen. Die gallertige 
Fallung wurde abzentrifugiert, in wenig Wasser gelést, nochmals mit Eis- 
essig gefallt, abgesaugt, durch wiederholtes Verreiben mit Alkohol, Stehen 


unter Alkohol und neuerliches Absaugen gereinigt. Es wurde so in einer 
Ausbeute von 9,4g ein (gegen Lackmus sauer reagierendes) Ammonsalz 
gewonnen. Die Analyse ergab: 





Aschefrei Die Levenesche Formel fiir 


um- Ammonsalz mit 2(NH,) erfordert 
gerechnet ° 


iv 0 


Gesamt-N 4,62 
4,54 
Ammonium-N 1,95 
1,94 

N der ChS 


exklusive 
NH,-N 
R09 
8 et 5,91 6,08 6,59 


Asche 2,80 Relation N:S = 1,02:1. 


C. Versuch, aus dem Ammoniumsalz die freie Sdure zu gewinnen. 


3g des Ammoniumsalzes wurden in 35 ccm Wasser gelist, mit 4 ccm 
2n HCl versetzt, eine Viertelstunde stehengelassen und in 400 cem Eisessig 


1 Nach W. Winter ware die theoretische Ausbeute 41 g gewesen, doch 
ist zu bemerken, daB auf den dem voluminésen PWS.-Niederschlag an- 
haftenden Anteil ganz verzichtet worden war. 
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eingegossen; die Fallung wurde griindlich mit Alkohol ausgewaschen: 
dabei erfolgten aber groBe Verluste, indem sich ein Teil der Fallung im 
Alkohol kolloid léste. Die Analyse ergab: 





Die Levenesche Formel 
erfordert 


919 


Gesamt-N 3,15 
Ammonium-N 0,29 (also Spuren) 
N der Chondroitinschwefelsaure | 2,86 2,99 
8 4,09 6,83 


Ks war also tatsichlich eine freie Saure gewonnen worden, aber keines- 
wegs unveranderte Chondroitinschwefelséiure, da etwa ein Drittel der ur- 
spriinglich vorhandenen gebundenen Schwefelséure abhanden gekommen war. 

D. Bleisalz. 

5 g des Ca-Salzes ,,X‘‘ wurden in 300 cem Wasser gelést. Die Lésung 
wurde mit Bleiessig gefillt, der Niederschlag sofort abgenutscht, mit 
Wasser verrieben, wieder abgenutscht, in verdiinnter Essigsdure gelést, 
mit wenig Alkohol gefallt, die Fallung durch je dreimaliges Verreiben 
mit Wasser und mit Alkohol gewaschen (wobei immer wieder von neuem 
abgenutscht wurde). SchlieBlich wurde im Vakuum bei Zimmertem- 
peratur getrocknet. Die Ausbeute betrug 5,2 g. 

Die Analyse ergab: 





Berechnet fiir die Levenesche Formel* 
Cag H4o Nz Oog Sg Pho 


Fo 


25,50 | oe a 
25,10 | 24,96 


3,71 | : 
4.02 —— 2,97 


2,18 
211 2,08 


Pb(Dr. Bruno) 29,00) ove 
9914 || 2207 | 30,78 


* Ein basisches Salz Cos HygNqSq.2(PbO) wiirde erfordern C 24,31, H3,18, N 2,03, 
Pb 29,96 9/9. 


Daraus auf freie Saure umgerechnet: 





Das friiher analysierte Die Levenesche Formel 
Bleisalz aus Versuch 6 i} erfordert 


9/9 9Jo 


35,37 35,97 35,90 
4,60 4,68 4,70 
3,03 3,03 2,99 

6,36 6,83 
49,96 49,58 


100,00 100,00 
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Die U'bereinstimmung ist eine so gute, dap der definitive Beweis fiir 
die Richtigkeit der Leveneschen Formel damit erbracht erscheint. 


Die Versuche, aus dem Bleisalz freie Chondroitinschwefelsaure 
durch Ansauern mit verdiinnter H NO, und Eisessigfallung zu erhalten, 
fiihrten nur zu einem wasserléslichen Bleisalz, das 
auf 1 Molekiil ChS nur ein Pb enthielt. 


9. Molekulargewicht der Chondroitinschwefelsiure. 


Wir arbeiteten nach dem Northropschen Diffu- 
sionsverfahren!, 


Zur Nachahmung der Northropschen Zelle wird 
ein Glasgouch mit einer Filterplatte G 1 verwendet. 


Auf diesen Gouch paBt eine Glasglocke mit 
Rohr und Hahn. Diese beiden Bestandteile (C und i 
G@ 1) sind durch ein festsitzendes Gummiband mit- aestill Wasser 
einander verbunden. Der Gouch wird durch Ein- Abb. 1. 
saugen der zu untersuchenden Lésung gefiillt und 
in ein Becherglas getaucht, das 200 ccm destillierten Wassers enthilt. 
Bei den Versuchen darf man es nicht versdumen, die unter der Filter- 
platte stehenbleibende Luftblase durch waagerechtes Schiitteln zu ent- 
fernen. 











1. Versuch. 


Aus der Knorpelsubstanz erhailt man bei der verwendeten Dar- 
stellungsweise ein Gemisch chondroitinschwefelsaurer Salze. Bei dem 
Versuch wurde eine 3,04 %ige Salzlésung verwendet, bei einer Versuchs- 
dauer von ¢ = 3,5 Stunden. 

Es ergab sich der Diffusionskoeffizient D = 0,2485 und das Mole- 
kulargewicht 1 = 848,5. 


2. Versuch. 
Es wurde nur ein Ammonsalz der Chondroitinschwefelsaure ver- 
wendet: 


a) Konzentration der Lésung: 2,11% 


Versuchsdauer in Stunden: 
D = 0,2037 

b)c = 1,96 
t = 15,3 
c) 3,43 
5,0 
d) 3,08 
= 16,3 


1 J. of gen. Phys. 12, 543, 1929. 


1,93 


= 1264 


0,1985 
1330 
0,2562 
798,8 
0,2311 
981,3 





O. Firth u. T. Bruno: 


3. Versuch. 


Um dem Verdacht zu begegnen, daB die bisher verwendeten Ammon- 
salze bereits einen teilweisen Abbau erlitten hatten, wurde ein Ammon- 
salz neuerdings dargestellt und analytisch iiberpriift. Es ergab sich das 


Verhaltnis N:S - 
hervorgeht : 
a)e 
t 
D 
M 


2,54 

4,32 

0,2745 
696 


D 
M 


1,02: 1, woraus die Unversehrtheit der Verbindung 


2,28 
16,33 
(0,2402 
908,6 


Als Durchschnittswert aus den hier aufgezihlten Versuchen er- 


a ve ep 
geben sich: he. ae 
1264 
1330 
799 
981 
696 
909 


D: 0,2485 
0,2037 
0,1985 
0,2562 
0,2311 

0,2745 


0,2402 





0,2361 





Die Formel von Levene schreibt fiir die freie Chondroitinschwefel- 
siure den Wert 936 vor. Es kann also nach den obigen Versuchsergeb- 
nissen das tatsichliche Molekulargewicht kein Vielfaches von 936 sein. 

Es ist zu betonen, daB vor diesen Versuchen mit der hier verwendeten 
Nachahmung der Northropschen Zelle die gleichen Versuche mit einer 
Northropschen Zelle mit Filterplatte G3 durchgefiihrt wurden und 
daB sich hierbei vollkommen auseinanderliegende Werte ergaben. 

Bei einem Versuch mit einer Filterplatte G 4 konnte kein Durch- 
tritt der Salze der Chondroitinschwefelsiure beobachtet werden. 

Bei kryoskopischen Versuchen zeigte es sich, daB einerseits der 
Kinflu8 der noch immer vorhandenen Verunreinigungen, andererseits 
aber auch derjenige der Ionisation die zahlenmafige Feststellung des 
Molekulargewichts vereitelt. Bei sechs Versuchen mit dem Praparat 
von Versuch | ergaben sich die Werte 510; 493, 515, 493, 515, 539. 


Mittel 511. 
Zusammenfassung. 


1. Das bei optimaler Saurehydrolyse von (nach Kondos Verfahren 
gewonnener) Chondroitinschwefelsiure durch viertelstiindiges Kochen 
mit 20 °,iger Salzsdure zutage tretende Reduktionsvermégen, entsprechend 
38% Glucose, ist derart beschaffen, als ob sich die darin enthaltene 
Glucuronsaure iiberhaupt nicht an der Reduktion beteiligen wiirde. 

2. Die nach dem Kondoschen Verfahren gewonnenen Praparate 
sind nicht als freie Chondroitinschwefelsiure, vielmehr im wesentlichen 
als Calciumsalze zu betrachten. Durch Umsetzung mit Oxalsaiure und 
Ammoniak lassen sich dieselben in Ammoniumsalz iiberfiihren. 

3. Es liegt kein Anhaltspunkt dafiir vor, daB die aus Haifisch- oder 
Rochenknorpeln gewonnenen Chondroitinschwefelsiuren von der Chon- 
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droitinschwefelsiure aus Siugetierknorpeln wesensverschieden seien. 
Analytische Abweichungen erkliren sich aus dem Umstande, daB bei 
den bisher geititbten Darstellungsverfahren teilweise EinbuBen an im 
Molekiil gebundener Schwefelsiure und Essigsiure nicht vermieden 
worden sind. 

4. Die Chondroitinschwefelsiure kann durch U'berfiihrung in ein 
Bleisalz vonanhaftenden Verunreinigungen befreit werden. Dies geschieht 
durch Fallung der wasserigen Lésung des Ammonsalzes mit Bleiessig, 
Lésen in Essigsiure und Wiederfillen mit Alkohol. Die Uberein- 
stimmung der neuen Analysenwerte eines in dieser Art gewonnenen 
Praparates mit den von der Leveneschen Formel CygH,,N,S, Ogg erfor- 
derten (die sich aus der Vereinigung von je 2 Molekiilen Hexosamin, 
Uronsaure, Schwefelsiure und Essigsiure unter Austritt von 7 Molekiilen 
Wasser ergibt) ist eine so gute, daB keinerlei Grund vortiegt, die Richtig- 
keit dieser Formel anzuzweifeln. 

5. Es gelang gelegentlich, die freie Chondroitinschwefelséure, deren 
Isolierung bisher anscheinend nicht gelungen war, aus dem Ammonium- 
salz durch Ansauern mit Salzsiure und Fallung mit Eisessig zu gewinnen, 
wenn man die Einwirkungsdauer der freien Mineralsiure auf die sehr 
siureempfindliche Substanz auf ein Minimum einschrankt. 

6. Es wurde ein schonendes, verbessertes und billigeres Darstellungs- 
verfahren der Chondroitinschwefelsiure ausgearbeitet, welches diese 
leichter und in weit besserer Ausbeute als friiher zuginglich macht. 
Der Knorpel wurde mit Wasser bei 100° im Kochtopfe vorbehandelt, 
sodann bei Zimmertemperatur mit 2°%iger Natronlauge extrahiert, 
wobei er fast véllig in Lésung ging. Die Lésung wurde mit schwacher 
Salzsiure angesiuert, sogleich mit Phosphorwolframsaure ausgefillt, 
schnell zentrifugiert, die tiberstehende Fliissigkeit neutralisiert, sodann 
bei schwach essigsaurer Reaktion unter Zusatz von Bariumcarbonat 
eingeengt, mit Eisessig gefallt, der Niederschlag in Wasser suspendiert 
und tagelang dialysiert, eingeengt und mit Alkohol ausgefallt. Die Aus- 
beute des so erhaltenen Calciumsalzes entspricht ungefahr drei Viertel 
der im Knorpel enthaltenen Menge von Chondroitinsaure. Die analytische 
Zusammensetzung des auf dem Wege des Ammoniumsalzes dargestellten 
Bleisalzes, CygH N.S. 09Pb, entspricht weitgehend sowohl dem oben 
unter 5. erwahnten Bleisalz als auch der Leveneschen Formel. 

7. Molekulargewichtsbestimmungen sowohl nach dem kryoskopischen 
als auch nach Northrops Diffusionsverfahren ergaben keinerlei Anhalts- 
punkte fiir die Annahme, daB das Molekiil der Chondroitinschwefelsaure 
etwa einem Vielfachen der Leveneschen Formel entspricht. 


Wir sind Herrn Dr. Heinz Sternberg und Dr. Otto Watzlawek sowie 
Frau Dr. Herta Lieber-Moser fiir zahlreiche mit groBer Sorgfalt ausgefiihrte 
Mikroanalysen zu besonderem Danke verpflichtet. 





Schwefel und Stickstoff im Harn, Haar und Huf 
bei Arbeitspferden. 
Von 
Herbert Nitsche. 


(Aus dem Agrikulturchemischen und Bakteriologischen Institut 
der Schlesischen Friedrich Wilhelms Universitaét zu Breslau.) 


(Eingegangen am 19. August 1937.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Zur Bestimmung des EiweiBumsatzes im Tierkérper begniigte man 
sich bisher im allgemeinen damit, den Stickstoff der Ausscheidungen 
den Einnahmen gegeniiberzustellen. Neben der Bestimmung des 
EiweiBumsatzes mit Hilfe der Stickstoffbilanz ist jedoch zu_beriick- 
sichtigen, daB auch in den Ké6rperteilen, die bisher wenig untersucht 
worden sind, wie z. B. den stark keratinhaltigen Gebilden Haar und Huf, 
nicht unerhebliche Anteile des dem Tier zugefiihrten Stickstoffs wie 
auch des Schwefels festgelegt werden. Bei der Durchfiihrung von 
Stickstoffansatzversuchen ist die Kenntnis dieser Werte wichtig, um 
sie gegebenenfalls einsetzen zu kénnen. Inwieweit die Schwefel- 
bestimmung neben dem Stickstoffwert im Harn zur Beurteilung des 
Eiweifhaushalts dienen kann, wird weiter unten noch naher auszu- 
fiihren sein. Im Rahmen von Eiwei®minimumbestimmungen bei Arbeits- 
pferden habe ich daher versucht, zunachst einmal die jahrlich erzeugten 
Haar- und Hufmengen zu ermitteln. Am einfachsten lieB sich der 
Hufzuwachs bestimmen. In Ubersicht 1 sind die Hufabfalle von zwei 
_Pferden in 1 Jahr in der ersten Zeile angegeben. Da aber einige Ver- 
unreinigungen durch Staubteilchen, Kotreste usw. unvermeidlich sind, 
sund auch Verluste durch das Feilen waihrend und nach dem Beschlagen 
nicht ausbleiben, so habe ich angenommen, daB wir in Wirklichkeit 
nur 90% der Gesamtmenge ermittelt haben. Die Hufspane aller vier 
Hufe wurden vor der Untersuchung gut gemischt. 

Ahnliche Verhaltnisse herrschen beim Sammeln der Haare. Ein 
Teil des Putzstaubes und der Haare fallt stets schon wahrend des 
Putzens zur Erde. Um diesen Verlusten vorzubeugen, haben wir einen 
Staubsauger benutzt. Aber auch dabei blieben Verluste nicht ganzlich 
aus, zumal solche auch wahrend der Arbeit und in der Nacht in Frage 
kommen. Wir miissen also zu den gefundenen Werten einen Zuschlag 
machen (vgl. Ubersicht 1). Die so erhaltenen Zahlen diirften der wirk- 
lichen Gesamtmenge sehr nahe kommen. 


In friiheren Versuchen' habe ich bei Versuchspferd 2 annahernd 
dieselben Werte gefunden. Weitere Beobachtungen bei Pferden mit diinnem 


1 Nitsche, Landwirtsch. Jahrbiicher 82, 433, 1936. 
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Haarkleid und geringem Hufzuwachs, bei Tieren mit starkem Haar und 
Huf, sowie tiber den Haarwuchs wahrend des Haarwechsels werden bei 
uns durehgefiihrt, so daB wir hoffen diirfen, auch hieriiber bald noch weitere 
Beitrage zu liefern. 


Tabelle I. Haar- und Hufzuwachs der Versuchspferde wahrend 
eines Jahres. 





Mihnen- und 
Fesselhaar 


a = - 


K6rperhaar 


|| Durch Sammeln ermittelt 365 1470 

|| Verlust in % (30) (10) 
Verlust in g . 170 163 

| Gesamtmenge 535 1633 


| Durch Sammeln ermittelt 293 1848 
| Verlust in % (30) (10) 
| Verlust in g feeeeee .: 125 205 


Gesamtmenge 418 2053 


Das Mittel von _ beiden 
Pferden 1796 477 1843 


Die Stickstoffuntersuchung erfolgte nach Kjeldahl!, die Schwefel- 
bestimmung nach Wolf und Osterberg?. Die zu untersuchende Masse 
wurde vorher mit Alkohol ausgewaschen und mit Ather im Sozhlet- 
Apparat extrahiert. Fiir Schwefel und Stickstoff in Hundertteilen 
konnte ich im Haar und Huf bei Pferden folgende Werte finden: 





Schwefel Stickstoff 


Oi, 0/5 


Kérperhaar und Hautschuppen 2,87 15,16 
Fessel-, Schwanz- und Mahnenhaar 2,74 15,94 
2,22 14,33 


Mohr® findet fiir Pferdehaare (Schweif) wesentlich héhere Schwefel- 
werte als ich, und zwar 3,56°,,. Auch von Bibra* bestimmte im Pferdehaar 
3,68 °,, Schwefel. In den Keratinmassen schwankt anscheinend der Gehalt an 
Schwefel stark. Ferner beziehen sich meine Untersuchungen auf Massen, die 
vorher nur mit Alkohol ausgewaschen und im Soxhlet-Apparat mit Ather 
extrahiert, nicht aber wie dies bei friiheren Bestimmungen der Fall war, 
mit Stutzerscher Verdauungsfliissigkeit —- um méglichst reine Hornmasse 
m erhalten — behandelt wurden. 


Die meisten friiheren Haaranalysen beziehen sich auf Menschenhaare; 
dabei fand von Bibra* im Mittel von 46 Untersuchungen 4,83 °;, Schwefel. 
Weiter bestimmte er im Haar des Kaninchens und Hasens 3,10°%, des 


1 Kjeldahl, Zeitschr. f. anal. Chem. 22, 366, 1883. — 2? Wolf u. Oster- 
berg, diese Zeitschr. 29, 429, 1910. — * Mohr, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
20, 405, 1895. — 4 v. Bibra, Ann. d. Chemie und Pharm. 96, 289, 1874. 
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Rehes 2,13°,, des Schweines 2,43°, und des Hundes 4,40°, Schwefel. 
Mohr' findet ahnliche Werte. 

Meine im Huf gefundenen Zahlen stimmen mit denen anderer 
Forscher annaihernd iiberein. Ich fand 2,22°%,. Es liegen auBer den 
Untersuchungen von Mulder?, der im Pferdehuf 3,0°, Schwefel er. 
mittelt, keine Zahlen iiber Schwefelbestimmungen im Pferdehuf vor, 
doch kann man die Werte anderer Tiergattungen aushilfsweise zum 
Vergleich benutzen. 

So findet z. B. Mérner® im Rinderhorn 2,48% Schwefel, von Bibra‘ 
in den Klauen eines Ochsen 1,14°, Schafes 1,20°,, Kalbes 1,61°, und 
Mohr® im Kalbshuf 3,57 °,, und im Rindshuf 3,45°%,. Die Werte von Bibras 
und Mohrs sind sehr verschieden, der Fehler ist wohl in der Analyse zu 
suchen. Auch Lintzel® ist der Ansicht, daB Werte von friiher recht unsicher 
sind, da sie zum Teil nach Verfahren erhalten wurden, die nach unseren 
heutigen Begriffen nicht als einwandfrei gelten kénnen. 


Tabelle IJ. Schwefel im Haar- und Hornzuwachs eines Pferdes 
in einem Jahr. 





7 i Schwefel- 
Schwefel ansatz 
Untersuchte Masse Menge PONS Cea OS CRAM je Tag 


g %o 





a 


Kérperhaar und Hautschuppen 1796 2,87 


Mahnen- und Fesselhaar 4 2,74 
4 1} 999 


oe 


Zusammen 105,55 0,289 


Tabelle III. Stickstoff im Haar- und Hornzuwachs eines Pferdes 
in einem Jahr. 





i} Sti | 
i Btickstoff — | Stickstoff 
Untersuchte Masse Menge je Tag | Schwetel 


g g g 








Korperhaar und Hautschuppen 1796 272,27 0,745 5,2 
Mahnen- und Fesselhaar ...... , 477 , 15,94 76,03 0,208 5,7 
Bila 8s cain a eaitaed Canes | 1843 || 14,33 | 264,10 || 0,723 


Zusammen ee 612,40 1,676 | 


Bei Pferd Nr. 2 habe ich friiher einen diesbeziiglichen taglichen 
Stickstoffansatz von 1,58 g festgestellt’. Dieser vor 2 Jahren ermittelte 


1 Mohr, Zeitschr. f. physiol. Chem. 20, 403, 1895. — * Mulder, Lehr. 


buch der Zoochemie von Heintz, 709, 1853. — *% Mérner, Zeitschr. f. 


physiol. Chem. 34, 220, 1901. — ‘4 v. Bibra, Ann. d. Chemie und Pharm. 
96, 289, 1874. — 5® Mohr, Zeitschr. f. physiol. Chem. 20, 403, 1895. 

6 Lintzel, In Mangolds Handbuch der Ernihrung und des Stoffwechsels de 
Nutztiere 8, 313, 1929. — 7 Nitsche, Landwirtsch. Jahrbiicher 82, 433, 1936 
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Wert deckt sich beinahe mit dem zuletzt gefundenen. Es ist daher 
anzunehmen, daB der in Haar, Huf und Hautschuppen angesetzte 
Stickstoff taiglich 1,5 bis 2,0g betragt, sicher aber 2¢ nicht iiber- 
schreitet. Fiir Stickstoffbilanzen zur Ermittlung des Eiwei®umsatzes 
ist daher dieser Wert in Betracht zu ziehen. 

Im allgemeinen wird der EiweiBhaushalt im Tierkérper nach dem 
Stickstoffumsatz beurteilt. Der Quotient EiweiB Stickstoff wechselt bei 
tierischen EiweiBstoffen zwischen 5,67 und 6,44, so daB man mit Hilfe des 
Faktors 6,25 die EiweiBmenge aus dem umgesetzten Stickstoff mit 
ziemlicher Sicherheit bestimmen kann. Der entsprechende Faktor fiir 
Schwefel schwankt jedoch nach Kahn und Goodridge! zwischen 52 
und 263. Daher ist es schwierig, den Schwefelumsatz fiir die Bestimmung 
des KiweiBstoffwechsels heranzuziehen. Im Gesamtumsatz treten jedoch 
solche Abweichungen natiirlich viel weniger in Erscheinung, da im 
Korper verschiedenartige Stickstoff- und Schwefelverbindungen um- 
vesetzt werden. Das Verhaltnis von Stickstoff zu Schwefel ist dann 
ziemlich wenig- veranderlich®. Abderhalden*® tritt bei Stoffwechsel- 
versuchen fiir die Durchfiihrung einer Schwefelbilanz ein, da nach 
seiner Ansicht erst ein Parallelgehen des angesetzten Stickstoffs und 
des angesetzten Schwefels dafiir Gewahr gibt, daB in entsprechendem 
Mabe EiweiB zum Ansatz gekommen ist. Nach meinen Beobachtungen 


ist jedoch bei Pferden — selbst bei sorgsamster Durchfiihrung einer 
Schwefelbilanz — eine einwandfreie Folgerung auf den EiweiBhaushalt, 
wie es Abderhalden fordert, nicht méglich, wie ich nun zeigen werde. 


In friiheren Untersuchungen iiber den Stickstoff im Pferdeharn * 
beobachtete ich bei gesteigerter Harnmenge stets ein Abnehmen des 
Stickstoffgehalts in Hundertteilen. Die gesamte Stickstoffausscheidung 
inderte sich hingegen nur sehr wenig. Es lag nahe, auch hinsichtlich 
der Schwefelausscheidungen im Harn ahnliche Versuche anzustellen. 
Wenn wir beobachten wiirden, da die Schwefelausscheidung in gleichem 
Verhaltnis zur Stickstoffausscheidung steht, dann ware es ohne weiteres 
méglich, auch den Schwefelumsatz fiir die Beurteilung des Eiweib- 
haushalts im Tierkérper mit heranzuziehen. Treten hierbei aber grobe 
Unterschiede auf, so wird man doch lieber die Stickstoffbilanz allein 
als Grundlage fiir den EiweiBumsatz wahlen. Wir wissen, daB der 
Schwefel im Harn zum gréBten Teil als Sulfatschwefelsiure und Ather- 
schwefelsiure vorkommt. Diese Sauren entstammen nur zum geringsten 
Teil den Sulfaten der Nahrung. Der Hauptanteil entsteht durch die 


' Kahn wu. Goodridge, Sulfur, New York 1926. — ? Allerdings nicht 
stets. Vgl. auch z. B. Remer, Tierernahrung 3, 500, 1931; G. Scholz, Journal 
fiir Landwirtschaft 93, 139, 1935. — * Brahm, in Mangolds Handb. d. 
Ernahr. u. d. Stoffw. 2, 430, 1929. — 4 Nitsche, Tierernahrung 8, 243, 
1936. 
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Verbrennung der schwefelhaltigen EiweiBkérper. Da aber nicht aller 
Proteinschwefel in Schwefelséure tibergefiihrt wird, sondern nebenbei 
auch Rhodanwasserstoff und Thioschwefelsaure entstehen, die ebenfalls 
durch die Niere ausgeschieden werden, so mu8 man stets den Gesamt- 
schwefel und nicht nur die Schwefelsiure im Harn bestimmen, um sich 
ein Bild von der GréBe des EiweiBstoffwechsels zu machen. 

Infolge des verschiedenen Schwefelgehalts der EiweiSkérper ist 
anzunehmen, da bei Verainderung der Umwelteinfliisse Schwefel in 
stirkerem oder schwacherem Mafe als Stickstoff ausgeschieden wird. 
Denn die Menge des im Harn ausgeschiedenen ,,neutralen‘‘ Schwefels, 
wozu man die unterschweflige Siure, den Rhodanwasserstoff und Ab. 
kémmlinge des Taurins und Cystins rechnet, im Gegensatz zum ,,sauren“ 
Schwefel, zu dem die Schwefelséure gehért, ist vor allem abhaingig von 
Menge und Art der im K6rper zerfallenden Eiweifstoffe. 

In Tabelle IV sind analytische Ergebnisse einer Reihe von Harnproben 
zusammengestellt. Die erste Spalte —- Harnmenge — bezieht sich auf die 
gesamte Harnmenge eines Pferdes wahrend eines Tages. Der besseren 
Ubersicht wegen sind die Harnmengen von der niedrigsten bis zur héchsten 
geordnet. Die Technik des Harnauffangens! ist in den letzten Jahren ver- 
bessert worden, so daB Verluste nicht vorkommen. In der nachsten Spalte 
ist der Schwefelgehalt in Hundertteilen angegeben. Die Schwefelanalysen 
wurden nach Wolf und Osterberg (a.a.O.) ausgefiihrt, Stickstoff in der 
iiblichen Weise nach Kjeldahl (a.a.O.) bestimmt. In der letzten Spalte 
finden wir den Quotienten Stickstoff/Schwefel. 


Tabelle IV. Schwefel und Stickstoff im Pferdeharn. 








Schwefel | Stickstoff Stickstoff 
| Schwefel 


Harnmenge 
g I %o g i Fo g 





4306 | 0,145 6,25 1,44 
4575 || 0,110 5,16 1,13 
5577 0,064 358 || 0,67 
6145 | 0,131 810 | 1,06 
6571 0,107 7,08 | 0,80 
6 728 0,077 5,20 | 0,78 
7424 || 0,112 833 | 0,94 
9 036 0,050 448 || 0,54 

10010 | 0,091 9,07 || 0,78 

10567 | 0,076 8,05 | 0,66 

10 628 0,058 | 615 | 0,56 

10809 | 0077 | 829 | 0,62 

11799 | 0,082 | 9,64 | 0,58 

12276 | 0,066 | 814 || 0,64 

12900 | 0,059 | 762 0,49 

13144 | 0,059 7,75 0,52 

13757 | 0061 | 844 | 0,58 

17040 || 0,048 828 | 0,41 


“Im Mittel: | 0,081 415 || 0,72 
1 Nitsche, Tierernihrung 8, 257, 1936. 
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Bei den niedrigen Harnmengen ist der Stickstoffgehalt wie auch der 
Schwefelgehalt verhaltnismaBig hoch. So finden wir bei einer Harnmenge 
von 4306 Z einen Schwefelgehalt von 0,145%, einen Stickstoffgehalt 
von 1,44% — vgl. Abb. 1 —. Bei der héchsten Harnmenge 17040 g 
sinkt der Schwefel auf 0,048° und der Stickstoff auf 0,41°. Die 
mittleren Harnmengen, so z.B. 10010 g, enthalten auch mittlere 
Schwefel- und Stickstoffwerte von 0,091 % bzw. 0,78 %. Mit steigender 
Harnmenge sinkt der Stickstoff und Schwefel in Hundertteilen. Aller- 
dings kommen auch hier Ausnahmen vor, wie bei Probe 3; hier ist der 
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higliche Harnmenge eines Perdes 
Abb. 1. 























Gehalt wesentlich niedriger als man erwarten diirfte. Auch bei héheren 
Harnmengen findet man noch dhnliche Schwankungen, die durch 
wechselnde Umwelteinfliisse bedingt werden. Fiir uns kommt in Be- 
tracht, den Schwefel und Stickstoff einer gegebenen Harnmenge zu 
vergleichen, wozu am besten der Quotient Stickstoff/Schwefel dient. Die 
Abweichungen sind, wie wir aus der Tabelle [IV entnehmen, zum Teil 
recht erheblich!. Die Mindest- und Héchstwerte liegen bei 7,1 und 10,5 
Da wir aber einen verhaltnismaBig gleichen Faktor benétigen, um aus 
der Schwefelanalyse einwandfreie Schliisse auf den EiweiBumsatz zu 
ziehen, so wird wahrscheinlich die Fehlergrenze durch die starken 
Schwankungen erheblich iiberschritten. Damit wird natiirlich die 
Berechnung des EiweiShaushalts nicht einwandfrei durchzufiihren sein. 

FaBt man mehrere Schwefel- und Stickstoffwerte zusammen und 
errechnet den Mittelwert fiir Harnmengen in bestimmten Grenzen, wie 
in Tabelle V, so fallt mit steigender Harnmenge der Stickstoff und 
Schwefel in Hundertteilen. 


1 Vgl. auch N. Rehmer u. G. Scholz, a. a. O. 
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Tabelle V. Mittelwerte von Schwefel- 
und Stickstoffbestimmungen im Pferdeharn aus 19 Proben. 





Proben- Harnmenge 


Schwefel Stickstoff Stickstoft 
anzahl : 5 


Schwefel 


kg %po £ 9/9 £ 


3 0,0— 6,0 0,111 4,99 1,02 50,39 
6 6,0 --10,0 0,080 6,58 0,71 55,47 

10,0 — 13,0 0,071 8,14 0,61 67,31 
3 13,0-—17,0 0,056 8,16 0,40 68,25 


In einer taglichen Harnmenge von 0,0 bis 6,0 kg sind 0,111 °, 
Schwefel und 1,02°%, Stickstoff enthalten, von 6,0 bis 10,0 kg 0,80 °, 
Schwefel und 0,71 °, Stickstoff. Die Proben aus noch gréBeren Harn- 
mengen ergaben ein weiteres Sinken des Schwefels und Stickstoffs in 
Hundertteilen, bei 13,0 bis 17,0 kg taglichem Harn sank schlieBlich der 
Schwefel auf 0,056°, und der Stickstoff auf 0,40°%. Beim Schwefe! 

















3 55 65 1 94 5 1008 t22 13) Tokg 
45 6f 67 90 00 06 7 "129 137 


tagliche Horamenge enes Plerdes 


Abb. 2. 


liegen demnach ahnliche Verhaltnisse wie beim Stickstoff vor. Mit 
wechselnder Harnmenge andert sich der Gehalt in Hundertteilen. 
wahrend die Gesamtausscheidung annahernd gleich bleibt. Auffalliy 
ist allerdings, daB bei niedrigen Harnmengen das Stickstoff/Schwefel- 
Verhaltnis weiter ist als bei mittleren und hohen Harnmengen. Daraus 
ergibt sich, daB bei den héheren Harnmengen die Schwefelausscheidung 
etwas starker in Erscheinung tritt als diejenige des Stickstoffs. Die 
Stickstoffmengen verandern sich im Verhaltnis zur Harnmenge nur 
wenig. Welche Einfliisse es bedingen, daB das Stickstoff —Schwefel- 
Verhaltnis bei héheren Harnmengen enger wird, ist noch naher zu 
untersuchen. Es werden also mit steigender Harnmenge nicht in ent- 
sprechendem MaBe gleichzeitig Stickstoff und Schwefel ausgeschieden 
Trotz der doppelten bis dreifachen Harnmenge wird die Stickstoff- und 
Schwefelabgabe nur unmerklich beeinfluBt (Abb. 2). Bei der Be- 
urteilung des Stickstoff—Schwefel-Verhaltnisses sollte méglichst die 
gleiche Anzahl von Harnproben vorliegen. In meinem Versuch wat 





oben, 


——— 


stott 
vefel 


111°, 
380°, 
Harn- 
ffs in 
h der 


iwefe! 


Mit 
eilen. 
falliv 
vefel- 
araus 
idung 

Die 
» nur 
vefel- 
or zu 
| ent- 
eden 
- und 

Be- 
t die 


wal 


Schwefel und Stickstoff im Harn, Haar und Huf bei Arbeitspferden. 181 


dies leider nicht immer der Fall, so waren z. B. nur drei Proben bis zu 
6,0 kg Harn vorhanden, wahrend bei den héheren Harnmengen sechs 
oder auch sieben Proben vorlagen. Auch auf diese Weise kann man das 
verhaltnismaBig weite Schwefel/Stickstoff-Verhaltnis bei geringerer 
Harnmenge erklaren. Aus den mittleren Werten ersieht man ferner, 
daB der Quotient Stickstoff/Schwefel bei gréBeren Harnmengen etwas 
kleiner und fast feststehend ist. Immerhin ist es unsicher, wie man aus 
Tabelle [V entnehmen kann, aus den taglich wechselnden Harnmengen 
den jeweils richtigen Quotienten zu bestimmen, ohne den schlieBlich 
eine Kenntnis tiber den EiweiBstoffwechsel nicht zu gewinnen ist. 


Meine Untersuchungen sollten der Erfassung des EiweiSumsatzes 
mittels der Schwefelbilanz oder ihrer Erginzung dienen. Wie aber aus den 
Unterlagen hervorgeht, ist es vorlaufig doch noch immer am sichersten, 
den EiweiBhaushalt im Tierkérper mit Hilfe der Stickstoffbilanz allein 
zu berechnen, zumal die Einfliisse, welche den intermediaren Stoff- 
wechsel bestimmen, bei denen der organische oder Neutralschwefel in 
Schwefelsaure tibergefiihrt wird, noch kaum bekannt sind, und die Zahl 
der Schwefelverbindungen im Tierkérper sehr groB ist. Auch laBt sich 
infolge der Mannigfaltigkeit der Schwefelverbindungen in der Nahrung 
im allgemeinen wenig iiber die Schwefelresorption sagen. In der An- 
nahme, daB der Stickstoff /Schwefel-Umsatz im wesentlichen auf Eiwei8 
zu beziehen ist, erscheint daher der Stickstoffumsatz — wobei man 
allerdings beriicksichtigen muB, daB derselbe nicht allein auf den reinen 
EiweiBhaushalt zu beziehen ist — besser geeignet, die wahren Verhiltnisse 
wiederzugeben. Neben den eigentlichen Eiwei®stoffen enthalten ja die 
Futtermittel stickstoffhaltige Stoffe nichteiweiSartiger Natur, Amid- 
stoffe, die in einigen Fallen, wie z. B. bei der Kartoffel, 50 °/, des Gesamt- 
,, EiweiBes“ ausmachen kénnen. — Dieselben sind aber nicht nur Abfall- 
stoffe, sondern kénnen mehr oder weniger — vor allem bei den Wieder- 
kéuern — Aufgaben des EiweiBes iibernehmen !:* *. 


Die durchschnittliche Gesamtschwefelaufnahme im Trankwasser 
betragt bei meinen Versuchen je Tag etwa 0,062 g. Der Gehalt in 
Hundertteilen schwankt an den einzelnen Tagen unbedeutend. Im 
Sommer oder auch bei Verabreichung besonderer den Durst anregender 
Futtermittel wird die Wasseraufnahme natiirlich steigen, gleichzeitig 
auch die Schwefelzufuhr. Man kann annehmen, da die Schwefel- 
zufuhr durch das mittlere Trankwasser je Tag und Pferd etwe bei 0,050 
bis 0,200 g liegt. 


1 Rubner, Im Handb. d. patholog. Physiologie 5, 6, 1928. 2 Véliz, 
Baudrexel, Arch. ges. Physiologie 188, 275, 1911. —- * Derselbe, in Man- 
golds Handb. d. Ernahr. u. d. Stoffw. 3, 2, 1931. 
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Zusammenfassung. 
Von einem Arbeitspferd werden in 1 Jahr durchschnittlich erzeugt: 


1800 g Kérperhaare vermischt mit Hautschuppen, 
500 g Mahnen-, Schweif- und Fesselhaare, 
1500—2000 g Hufmasse. 
Pferdehaar (Kérperhaar) enthalt 2,87% S, 15,66% N 
és (Mahnenhaar) _,, 2,74% S, 15,94% N 
Pferdehuf “st 2,22% S, 14,339 N. 
Der durchschnittliche Schwefelansatz hierbei betragt 0,289g pro Tag 
a - Stickstoffansatz ,, os 1,5—2,0 g 
Schwefel im Pferdeharn 0,048—0,145 % 
Im Mittel 0,081 % 


Stickstoff im Pferdeharn 0,41—1,44 % 
, Im Mittel 0,72 % 


Mit steigender Harnmenge sinkt der Schwefel- und Stickstoff- 
gehalt in Hundertteilen. 

Der tiaglich ausgeschiedene Schwefel und Stickstoff betraigt im 
Mittel aller Versuche 7,15 bzw: 61,75 g. Der im taglichen Trinkwasser 
aufgenommenen Schwefel kann bei unserem Tiefbrunnenwasser mit 
0,05 bis 0,20 g eingesetzt werden. Der Quotient Stickstoff/Schwefel 
schwankt im Harn zwischen 7,1 und 10,5, im Mittel 8,8. 

Infolge dieses haufig verschiedenen Verhiltnisses errechnet man 


vorlaufig den EiweifShaushalt im Tierkérper am sichersten mit Hilfe der 
Stickstoffbilanz allein. 
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Uber das Vorkommen der Adeninnucleotide in den Geweben. 


Ill. Mitteilung!: 
Rote Blutkérperchen. Das Molekulargewicht der Adenylpyrophosphorsaure. 
Von 
K. Lohmann und Ph. Sehuster. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 10. September 1937.) 


Es war friiher? gefunden worden, da in den roten Blutkérperchen 
(dagegen nicht im Serum) eine in heiBer Saure leicht hydrolysierbare 
P-Fraktion vorkommt, die als ,,Pyrophosphatfraktion“ angesprochen 
wurde. Nachdem diese Fraktion aus Skelettmuskulatur als Adenylpyro- 
phosphorsaure isolieyt und ihre Funktion als Bestandteil des Co-Ferment- 
systems beim anaeroben Kohlenhydratabbau erkannt war®, lag die An- 
nahme nahe, daB es sich bei der ,, Pyrophosphatfraktion“ der roten Blut- 
kérperchen um dasselbe oder ein ahnliches polyphosphoryliertes Adenin- 
nucleotid handeln miisse wie im Skelettmuskel. Aus den Untersuchungen 
von Engelhardt’, Meyerhof®, Dische® ergab sich jedenfalls eine weit- 
gehend ahnliche Funktion der Adenylpyrophosphorsiure fiir die Glyko- 
lyse der roten Blutkérperchen wie fiir die des Skelettmuskels. 

Eine Isolierung der Substanz in gréBeren analysierbaren Mengen 
gelang zunachst nicht” *. Warburg und Christian® isolierten erstmalig 
die Substanz aus gewaschenen und cytolysierten roten Blutkérperchen 
des Pferdes als saures Ammonsalz der Diadenosinpentaphosphorsaure. 
Sie erhielten aus 1000 Liter Blutzellen 5 g der Verbindung. 

Wir verwendeten Schweineblut, das nach Barrenscheen! besonders 
viel leicht hydrolysierbare P-Verbindungen enthalt, und erhielten aus 
30 Liter Blut, die etwa 12 Liter Zellen entsprechen, 7g eines rohen 
Ba-Salzes, das in seiner Zusammensetzung ebenfalls einer Diadenosin- 
pentaphosphorsiure ahnelte. Durch einfache Fraktionierung des 
Barium- und Silbersalzes wurde jedoch eine Spitzenfraktion von gut 
2 g als reines Ba-Adenylpyrophosphat erhalten. Von der Aufarbeitung 


1 TI. Mitteilung: K. Lohmann u. Ph. Schuster, diese Zeitschr. 282, 104, 
1935. — ® K. Lohmann, ebenda 2038, 164, 1928. — 3 Derselbe, Naturwiss. 
19, 180, 1931. —- 4 W.A. Engelhardt, diese Zeitschr. 227, 16, 1930. — 
> O. Meyerhof, ebenda 246, 249, 1932. — ® Z. Dische, Enzymol. 1, 288, 1936. 
7 H. K. Barrenscheen u. W. Filz, diese Zeitschr. 250, 281, 1931. — ® C. H. 
Fiske, Proc. Nat. Acad. Se. 20, 25, 1934. — ® O. Warburg u. Christian, 
diese Zeitschr. 287, 302, 1936. — 1° H. K. Barrenscheen u. B. Vasarhelyi, 
ebenda 230, 330, 1931. 
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der Nebenfraktionen wurde abgesehen. In frischem Schweineblui 
findet sich also dieselbe Adenylpyrophosphorsaure, wie sie bisher aus 
Skelettmuskel', Herzmuskel*, Krebsmuskel*, Oktopusmuskel ‘ isoliert 
werden konnte. 


Bei der Aufarbeitung des Schweineblutes wurde ebenso wie bei de: 
Darstellung der Adenylpyrophosphorséure aus Herzmuskulatur gréBter 
Wert auf die méglichst schnelle EnteiweiBung des Blutes mit eiskalte: 
Trichloressigsiure gelegt. Die Zeit vom Anlegen der Elektroden an das 
Tier bis zum Einbringen der Hauptmenge des Blutes in die Trichloressig 
siure dauerte aber immerhin noch 1 bis 2 Minuten. Das abweichende 
Ergebnis und die geringe Ausbeute Warburgs ist auf die Verwendung von 
Blutzellen zuriickzufiihren, in denen die Adenylpyrophosphorsaure durcl) 
das Waschen und die Cytolyse weitgehend abgebaut war. 


I. Isolierung der Adenylpyrophosphorsiure. 


EntetweifBung. Es wurde im Schlachthaus das Blut von vier 
Schweinen (etwa 15 kg) in 20 Liter EnteiweiBungsfliissigkeit eingeriihrt. 
die neben geschabtem Eis 2 kg Trichloressigsaure und 250 ccm 25 %ige 
Salzséure enthielt. Das Gemisch wurde 15 Minuten spater im Institut 
noch mit 10 Liter Wasser verdiinnt, das EiweiB sehr schnell abzentri- 
fugiert, die Lésung tiber Kieselgur geklart und neutralisiert. Das 
Volumen der Lésung betrug 37 Liter; der Gehalt an direkt bestimm- 
barem (anorganischem) P war 1665 mg P,O,, an in 7 Minuten in n HC! 


bei 100° aufspaltbarem P 2220 mg P,0O,, an schwer hydrolysierbarem P 
9580 mg P,O; (hauptsachlich Diphosphoglycerinsaure). 


Isolierung. Die gesamte Lésung neutralisieren, mit 300 ccm 
25 %igem Ba-Acetat versetzen und den Niederschlag verwerfen; aus dem 
Zentrifugat nach Zusatz von weiteren 500 ccm 25 %igen Ba-Acetats und 
16 Liter vergallten Alkohols die Adenylpyrophosphorsaure als Ba-Salz 
ausfallen. Niederschlag in verdiinnter HNO, bei schwach kongosaurer 
Reaktion lésen und zweimal mit salpetersaurer Hg(N O,)o-Lésung 
fallen (Hg-Niederschlage mit H,S zersetzen). Das Verhialtnis von 
leicht hydrolysierbarem P zu schwer hydrolysierbarem P, das in der 
Adenylpyrophosphorsaiure 2,0, in der hypothetischen Diadenosin- 
pentaphosphorsaure 1,5 ist, ist von 0,23 in der Trichloressigsdurelésung 
auf 1,2 gestiegen. 


Aus der mit H,8 zersetzten zweiten Hg-Fallung (Volumen 225 ccm) 
das Barium und Calcium nach Zusatz von H,SO, und 300 cem Alkohol 
ausfillen. Nach sechsstiindigem Stehen in Eis die Sulfate abtrennen, 
Lésung bei etwa px 6 auf etwa 30 ccm einengen und in der friiher be- 


' K, Lohmann, Naturwiss. 17, 624, 1929; diese Zeitschr. 233, 460, 1931. 
2 K. Lohmann u. Ph. Schuster, diese Zeitschr. 282, 104, 1935. — * Di 
selben, ebenda 272, 24, 1934. — 4 K. Lohmann, ebenda 286, 28, 1936. 
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schriebenen Weise! durch Alkalisieren mit NaOH bis etwa py 10 und 
Sattigen mit H,S das Eisen ausfallen, Niederschlag scharf abzentri- 
fugieren, Lésung ansauern, durchliiften, und Fallung mit Hg(NO,), 
wiederholen. Das Verhaltnis von leicht zu schwer hydrolysierbarem P 
war jetzt etwa 1,5. 


Zwei Ansatze dieser Art (zusammen etwa 30 Liter Blut) wurden 
vereinigt und fraktioniert als Ba-Salz gefallt. Die schwerstlésliche 
Fraktion enthielt 563 mg leicht hydrolysierbares P,O, bei einem Ver- 
haltnis des leicht hydrolysierbaren zum schwer hydrolysierbaren P von 
1,79, die zweite Fraktion 208 mg P,O,, Verhiltnis 1,70, die dritte 
Fraktion 75 mg P,O,, Verhaltnis 1,25, die vierte Fraktion 141 mg P,0,, 
Verhaltnis 0,82. 


Die beiden Spitzenfraktionen wurden pro 1 g Ba-Salz in 10,0 cem 
2n HNO, gelost, mit 90 cem Wasser verdiinnt und mit 20 cem n AgNO, 
gefallt. Diese Spitzenfraktion wurde nach Entsilbern nochmals als 
Ba-Salz fraktioniert, die schwerstlésliche Fraktion zweimal als Ba-Salz 
umgefallt, Cl-frei gewaschen, mit Alkohol und Ather entwassert und 
zunachst im Vakuum iiber Schwefelséure, dann noch 15 Minuten im 
Vakuum bei 80° iiber P,O,; getrocknet und iiber Nacht an der Luft 
liegen gelassen. Ausbeute aus 30 Liter Schweineblut 2,1 g lufttrockenes 
Ba-Salz. 

Analysen. Cy9H.0,;N;P, Ba, . 6 H,O; Mol.-Gew. 885. 

5,114 mg. 2,595 mg C O,; 1,150 mg H, O. — 7,42 mg (Kjeldahl) = 4,18 cem 
n/100 Thiosulfat = 0,585 mg N. — 4,122 mg (Dumas) = 0,283 cem N 
(760/20°). — 7,52 mg = 4,00 mg BaSO,. — P (kolorimetrisch). 7’-Hydrolyse 
= 15,81°%, P,O,; Gesamt-P,O, 23,70%, (Verhaltnis 2,00). 

Gef.: 13,84% C; 2,52 H; 7,88; 7,84°, N; 31,30°, Ba; 23,70°, P,O,. 
Ber.: 13,58% C; 2,17% H; 7,91°% N; 31,00°, Ba; 24,20°, P,O;. 

Adeninbestimmung (als Pikrat nach Saurehydrolyse). 

11,15 mg = 4,60 mg Pikrat = 1,71 mg Adenin = 15,3°,. Ber.: 15,2°,. 

Bestimmung von Adenin (Hoffmann-La Roche) unter denselben Be- 
dingungen : 


2 


5,51 mg Adenin = 14,97 mg Pikrat = 5,56 mg Adenin. 


II. Molekulargewichtsbestimmung. 


Die Bestimmung erfolgte nach Warburg und Christian (1. c.) durch 
Messung der Gefrierpunkterniedrigung und der [H_’]. 


1,6 g des elektrolytfrei gewaschenen Ba-Salzes wurden nochmals 
mit 250 cem doppelt destilliertem Wasser in Jenaer Glasflasche iiber 
Nacht geschiittelt und das unlésliche Salz sehr sorgfaltig mit H,SO, 
Ba-frei gemacht. Die Gehaltsbestimmung an Adenosintriphosphorsaure 


1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 2338, 460, 1931. 
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42,60 | 0,218; 0,220; 0,220 -0,219 1,06 0,087 685 | 135 

21,22 0,100; 0,110; 0,120 -0,110 1,30 0,050 518 | 102 
0,112; 0,110 

13,65 0,050; 0,055; 0,050 -0,051 1,49 0,032 498 99 


erfolgte durch P-Analyse. Die Messungen wurden an der Stammlésung 
und nach Verdiinnungen 1:1 und 1:2 ausgefiihrt. Das Molekular- 
gewicht der freien Adenosintriphosphorsaure ist 506. 


1,0 cem der Stammlésung mit 42,60 mg freier Adenintriphosphor- 
siure hinterlie} bei der Veraschung 0,41 mg = 1,1°% Asche, die aus 
den Metaphosphaten von Ba, Ca, Na und Fe bestand. 


Weitere Molekulargewichtsbestimmungen wurden an zwei Priapa- 
raten von Adenosintriphosphorsiure aus Kaninchenmuskulatur aus- 
gefiihrt. Der Gehalt an Asche dieser Praiparate betrug 2,6 bis 2,7 °%),; 
sie bestand hauptsichlich aus Ca, da in diesem Praparate das Calcium 
nicht in einem besonderen Reinigungsgang entfernt war. Als Molekular- 
gewicht wurden gefunden in verschieden verdiinnten Lésungen fiir 
Praparat I 465, 413; fiir Praparat-II 470, 460, 437, 485, 425. 


Ill. Diskussion. 


Seitdem von Hmbden aus Herzmuskulatur eine Verbindung mit 
leicht hydrolysierbarem P, in der das Verhaltnis von N: P gleich 10:5 
war, isoliert wurde, ist immer wieder die Frage nach dem Vorkommen 
eines polyphosphorylierten Diadenosinnucleotids aufgeworfen worden. 
Insbesondere erértert Parnas, ob nicht die Adenylpyrophosphorsiure 
syn. Adenosintriphosphorsaure (Molekulargewicht 506) eine Diadenosin- 
hexaphosphorséure (Molekulargewicht 994) sein kénnte. Die jetzt 
ausgefiihrten Molekulargewichtsbestimmungen zeigen aber trotz der 
nicht sehr weitgehenden Genauigkeit der Methode und trotz des Aschen- 
gehalts der Praparate, daB in der Adenylpyrophosphorsaure ein einfaches 
Nucleotid vorliegt. Die Verringerung des Molekulargewichts durch den 
Gehalt der Praparate an Kationen wird, solange dieser Gehalt klein 
ist, durch die Erniedrigung der [H'] weitgehend aufgehoben; dies geht 
aus der Elektrotitrationskurve der Phosphorsiure und ihrer Ester 
hervor, wo zu Beginn der Titration die [H’] steil abfallt. Die asche- 
reichen Praparate aus Skelettmuskulatur zeigen demzufolge trotz 
ihres 11/,fach gréBeren Aschengehalts nur ein um etwa 10 % niedrigeres 
Molekulargewicht als das berechnete. 
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Die Annahme von Ostern von der reellen Existenz der Diadenosin- 
pentaphosphorsaiure im Herzmuskel griindet sich insbesondere darauf!, 
,.daB man sowohl bei priparativer Verarbeitung von Pferdeherzen, als 
auch bei der Synthese im Herzextrakt zu derselben Substanz gelangt.‘ 
Dagegen ist einzuwenden, daB Ostern aus Pferdeherzen eine Substanz 
isolierte, in der das Verhaltnis von leicht zu schwer hydrolysierbarem P 
nach seinen Analvsen 1,3 war, wihrend es in dem synthetisch in Herz- 
muskelextrakten aus Phosphoglycerinsiure und Adenylsdure _her- 
gestellten Nucleotid in einem Versuch 2,0, in einem anderen etwa 1,7 
war. Diese Verbindungen kénnen niemals identisch gewesen sein. 

Ks ist wahrscheinlich, daB in den roten Blutkérperchen wenigstens 
unter unseren Versuchsbedingungen auber Adenylpyrophosphorsiure 
und Adenylsiure auch noch Adenosindiphosphorsiure vorkommt. Bei 
den so sehr schnell verlaufenden enzymatischen Auf- und Abbau- 
vorgingen der Adeninnucleotide kann natiirlich ebenso, wie es friiher 
fiir die Herzmuskulatur auseinandergesetzt wurde, nicht der jeweilige 
Zustand ermittelt werden, in dem sich diese Verbindungen befinden, 
besonders, da es bei der Aufarbeitung gr6éBerer Mengen kaum médglich 
ist, wirklich physiologisch normale Zellen zu untersuchen. 


IV. Zusammenfassung. 


Aus frischem Schweineblut wurde Adenylpyrophosphorsaure als 


Ba-Salz isoliert. Die Adenylpycophosphorsdure ist auf Grund der 
Molekulargewichtsbestimmung ein einfaches Nucleotid. 


1 P. Ostern, diese Zeitschr. 270, 1, 1934; P. Ostern u. T. Baranowski, 
ebenda 281, 157, 1935. 





Untersuchungen iiber die Cocarboxylase. 
Von 
K. Lohmann und Ph. Schuster. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 10. September 1937.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 


Durch die Untersuchungen von Harden und Young! im Jahre 1904 
ist gezeigt worden, daB mit destilliertem Wasser aus Trockenhefe eine 
thermostabile Substanz ausgewaschen wird, die v. Euler Cozymase nannte 
und eingehend untersuchte, und die fiir die Garung unbedingt notwendig 
ist. 1931 wurde gefunden, da8 mit saurer Phosphatlésung ein weiterer 
girungsnotwendiger Bestandteil der Hefe entfernt werden kann, der 
als Magnesiumsalz identifiziert wurde?. 


1932 wies Awhagen * durch Auswaschen von Trockenhefe mit schwach 
alkalischer Phosphatlésung eine dritte thermostabile Substanz nach, 
die fiir die Decarboxylierung der Brenztraubensiure notwendig ist: 
die ,,Cocarboxylase“. Die Isolierung der Cocarboxylase fiihrte zu 
einem Praparat, das nur wenige Prozent der wirksamen Substanz ent- 
halten haben kann, und die Untersuchung wurde seit 1933 nicht fort- 
gesetzt. 

Wir haben jetzt die Cocarboxylase in reiner kristallisierter Form 
als Hydrochlorid, C,,H,,0,N,P,SCl, erhalten. Sie erwies sich als das 
diphosphorylierte Aneurin (Vitamin B,)*. , 


1 A. Harden u. W.J. Young, J. of Physiol, Proc. 1904; Proc. chem. 
Soe. 21, 189, 1905: — *? K. Lohmann, Naturwiss. 19, 180, 1931; diese 
Zeitschr. 237, 445, 1931. —- Hiermit war der Co-Ferment-Untersuchung ein 
neuer Weg gewiesen und der bis dahin hartniackig verfochtenen Ansicht, 
daB die ,,Cozymase“ der einzige gairungsnotwendige kochbestandige Be- 
standteil der Zymase sei, der Boden entzogen. Schon 1931 wurde ge- 
schrieben (K. Lohmann, diese Zeitschr. 237, 449, 1931) in bezug auf die ,,End- 
giiltigkeit‘* der damals erhaltenen Ergebnisse: ,,In den Fallen wo mit Adeny!- 
pyrophosphat + anorganischem Phosphat + Mg keine Milchsaéurebildung er- 
halten wurde, konnte diese auch niemals mit Kochsaft bewirkt werden. 
Das Ferment war also unwirksam geworden. Trotzdem erscheint es von 
vornherein nicht ausgeschlossen, daB8 bei anders durchgefiihrter Reinigung 
des Ferments, deren Bedingungen noch nicht erkannt sind, Kochsaft wol)! 
wirksam sein kann, nicht aber das kiinstliche System. Dieselben Be- 
trachtungen gelten auch fiir die Apozymase‘. Diese Sitze diirften auch 
heute noch ihre Bedeutung haben. — * E. Auhagen, H. 204, 149; 209, 20, 
1932; diese Zeitschr. 258, 330, 1933. 4 Vorl. Mitt. K. Lohmann u. 
Ph. Schuster, Naturwiss. 25, 26, 1937. 
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In dieser Mitteilung werden die MeBmethodik, die Isolierung und 
einige chemische und biologische Eigenschaften der Substanz_be- 
schrieben. 

II. MeSmethodik. 

Zur Gehaltsbestimmung ‘der Praparate an Cocarboxylase wurde 
1 g Trockenhefe (Léwenbrau, Miinchen) zweimal etwa 10 Minuten bei 
28 bis 36° mit je 50 com m/10 Na,H PO,-Lésung und einmal kurz mit 
50 cem 306° warmem Wasser gewaschen. Die notwendige Dauer des 
vélligen Auswaschens mit der alkalischen Phosphatlésung schwankte 
bei verschiedenen Hefen zwischen 9 bis 13 Minuten. Sie muB8 fiir ein 
Hefepraparat einmal ausprobiert werden, um die giinstigste Wasch- 
dauer zu ermitteln. Die ausgewaschene und abzentrifugierte Hefe wird 
in 10 cem m/10 Phosphatpuffer von px 6,2 suspendiert und von dieser 
Suspension 1,0 cem fiir die manometrische Messung verwendet. In den 
Hauptraum des GefaiBes von etwa 20 ccm Inhalt werden die Hefe- 
suspension und 0,4 cem Cocarboxvlaselésung bzw. andere Zusatze, in 
den Anhang 0,3 ccm einer Mg-haltigen Na-Pyruvinatlésung vom py 6,2 
mit etwa 5 mg Brenztraubensaure und 0,1 mg Mg als MgCl, eingefiillt, 
die nach Temperaturausgleich eingekippt wird. Die Messung erfolgte 
hei 28°. und zwar zumeist in Luft, da aerob und anaerob kein Unter- 
schied besteht. Im folgenden wird die mit m/10 Na,H PO, bzw. m/10 
KH,PO, ausgewaschene Trockenhefe als alkalisch bzw. sauer aus- 
gewaschene Hefe bezeichnet. 


Ill. Isolierung der Cocarboxylase. 


Vorbemerkungen: Das geeignetste Ausgangsmaterial ist Bierhefe. 
Wir verwendeten Léwenbrauhefe, Miinchen, vorzugsweise den Stamm 
RS. Im Kochsaft von Backerhefe ist 10- bis 20mal weniger Cocarboxy- 
lase enthalten als in Bierhefe. 

Die Cocarboxylase ist eine recht bestindige Verbindung: nach 
30 Minuten langem Erhitzen in n/10 HCl im siedenden Wasserbad 
werden noch rund 30 °,, der Wirksamkeit wiedergefunden, in n/l0 NaOH 
noch 20°. Sie ist in der Kalte in saurer und alkalischer Lésung gegen- 
iiber Sauerstoff unempfindlich. Die reine Verbindung bildet nur cin 
in Wasser schwer lésliches (amorphes) Metallsalz, das Silbersalz; doch 
wird sie von allen méglichen Niederschligen leicht mitgerissen. Wir 
haben die Cocarboxylase in folgender Weise aus Hefekochsaft als 
kristallisiertes Hydrochlorid erhalten. 


1. Schritt. Darstellung des alkoholischen Kochsaftes. 


10 kg zerkriimelte Hefe in 10 Liter kochendes Wasser in zwei 
Portionen einriihren und die Suspension innerhalb 10 Minuten zum 
kurzen Aufkochen bringen. Schnell abkiihlen (Dauer 5 Minuten), den 
Hefeschlamm sofort abzentrifugieren (Dauer 40 Minuten) und den 
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Kochsaft mit der 0,8fachen Menge an vergilltem absolutem Alkoho! 
fallen. Vier solche Ansatze vereinigen (also von 40 kg Hefe), den Nieder- 
schlag 2 bis 3 Stunden absitzen lassen, iiberstehende Fliissigkeit ab- 
hebern, Niederschlag scharf abzentrifugieren und verwerfen. 


Anmerkungen. Die Ausbeute an Kochsaft aus 10 kg Hefe betragt 
13 bis 13,5 Liter. Die angegebenen Zeiten sind méglichst einzuhalten; 
insbesondere mu8B das Abzentrifugieren des Hefeschlamms schnell erfolgen, 
da die Cocarboxylase in der aufgekochten Hefesuspension nach mehr- 
stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur weitgehend zerstért wird. Dieser 
Zerfall (der noch niher untersucht wird) erfolgt langsamer im abzentrifu- 
gierten Kochsaft. Nach Zusatz des Alkohols ist der Kochsaft (auch in 
Gegenwart des Hefeschlamms) mehrere Tage lang unverandert haltbar. 

Auch die Cozymase wird in aufgekochter Hefe zerstért, allerdings 


langsamer als die Cocarboxylase. 


2. Schritt. Ba-Fdllung und Elution. 


Den alkoholischen Kochsaft aus 40 kg Hefe mit 140 ccm 10 n NaOH 
unter gutem Riihren deutlich *lackmusalkalisch (phenolphthaleinsauer) 
machen und mit einer Lésung von 400 g Ba-Acetat + H,O in 800 cem 
Wasser langsam versetzen. Niederschlag (der die wirksame Substanz 
enthalt) iiber Nacht absitzen lassen, iiberstehende Fliissigkeit abhebern 
und Niederschlag scharf abzentrifugieren; mit 3 Liter 10 %igem Alkohol 
waschen, in 1000 ccm Wasser verriihren und bei schwach kongosaurer 
Reaktion eluieren: langsam mit 200 cem 5n HNO, und 150 cem 5n 
H, SO, versetzen, 1 Stunde intensiv riihren, Ungeléstes abzentrifugieren 
und nochmals mit 1500 und 1000 cem Wasser extrahieren. Vereinigte 
Eluate mit 10 n H, SO, eben Ba-frei machen, das abgeschleuderte Ba SO, 
zweimal mit je 500 ccm Wasser unter Erwarmen waschen, und die 
vereinigten Lésungen mit 10 n NaOH soweit neutralisieren, bis Kongo- 
papier noch eben geblaut wird. Auf etwa 4 Liter im Vakuum bei 20° 
einengen. 

Anmerkungen. Die reine Cocarboxylase selbst bildet ein extrem leicht 
lésliches Ba-Salz, das auch in konzentrierter Lésung aus 90 °%igem Alkoho! 
erst mit dem doppelten Volumen Ather gefallt werden kann. Bei der Aus- 
fallung aus dem alkoholischen Kochsaft handelt es sich also um eine MitreiB- 
fallung. 


3. Schritt. Fdllung aus saurer Lésung mit Athanol und Umfdllung mit Methanol. 


Das schwach kongosaure Eluat mit dem vierfachen Volumen 
absoluten Athanol fallen, die schmierige Fallung absitzen lassen oder 
sofort zentrifugieren, in 500 ccm 0,2n HNO, lésen, diese Lésung mit 
50 cem 2 n NaOH versetzen und mit dem fiinffachen Volumen Methano! 
unter gutem Riihren ausfillen. Den sich kérnig absetzenden Nieder- 
schlag mit absolutem Athanol und Ather entwassern und im Vakuum- 
exsikkator tiber H,SO, trocknen. 
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Anmerkungen. Durch die Fallung mit Athanol und Umfillung mit 
Methanol wird neben groBen Mengen organischer Verbindungen haupt- 
sichlich das anorganische Phosphat abgetrennt. Aus 40 kg Hefe erhalt 
man etwa 60g eines leicht in Wasser léslichen Pulvers, das 2°, wirksame 
Substanz enthalt. 


Die Ausbeute beim 1. bis 3. Schritt betragt etwa 60°, bei einer Wirk- 
samkeitssteigerung um das 10(0fache. Ein solehes Préparat haben wir als 
Standardsubstanz bei der Auswertung der Reinigungsschritte verwendet; 
es scheint unbegrenzt haltbar zu sein. 


4. Schritt. Adsorption an Frankonit K L und Elution mit heiBem verdiinntem 
Pyridin. 

Die Praparate aus drei 40-kg-Ansatzen (etwa 180 g) in 2000 com 
destilliertem Wasser lésen, Unldésliches abtrennen und zweimal mit je 
75cem Wasser waschen. Vereinigte Lésungen dreimal mit je 40g 
Frankonit KL verriihren, die abzentrifugierten Frankonit-Adsorbate 
je zweimal mit je 100 ccm Wasser waschen (Waschwasser wieder mit 
der Hauptlésung vereinigen). Die vereinigten Adsorbate viermal mit 
je 600 cem 30% igem Pyridin unter schnellem Aufkochen und schnellem 
Abkiihlen (in Eis) eluieren und auf schneller Zentrifuge abschleudern. 
Vereinigte Eluate auf etwa 200ccm im Vakuum bei 206° einengen, 
mit 5n HNO, deutlich kongosauer machen, bis sich der zum Teil im 
Pyridin kolloidal geléste Frankonit gut absetzt, das Unlésliche mehr- 


mals mit n/10 HNO, waschen, bis das gesamte Volumen etwa 350 ccm 
betrigt. Mit 30 ccm 5n HNO, ansauern. 


Anmerkungen. Frankonit KL und Clarit adsorbieren etwa fiinf- bis 
zehnmal starker als die sonst iiblichen Adsorbentien (gepriift 12). Die 
Elution gelingt verhaltnismaBig vollstindig nur mit heiBem verdiinntem 
Pyridin, in dem die Cocarboxylase aber nur ganz kurz erhitzt werden 
darf. Wirksamkeitsverlust beim 4. Schritt etwa 25 bis 30°,; Wirksamkeits- 
steigerung etwa das Achtfache. 


5. Schritt. Fraktionierte Fiéllung mit Methanol-Ather. 


Die 0,5 n salpetersaure Lésung mit der 9fachen Menge Methanol 
und der 2!/,fachen Menge Ather fallen, Niederschlag abzentrifugieren 
(Fraktion I). Lésung mit 4000 ccm Ather fallen (Niederschlag ist 
Fraktion II, Hauptfraktion) und Lésung mit 25%igem NH, neu- 
tralisieren (Niederschlag ist Fraktion III). Alle Niederschlage mit 
Athanol und Ather waschen und trocknen. 


Anmerkungen. Erhalten wurden z. B. 


Fraktion I: Menge 4,2 g, wiedergefunden 13% 
” II: ” 6,7 g, %? 81 % 
” III: ” 2,2 g, ” 4% 


Die Reinigung beim 5. Schritt entspricht bei etwa 20°%igem Verlust dem 
Doppelten. 
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6. Schritt. Ausfdllung schwerléslicher Pikrolonate. 


Fraktion II in etwa 150 ccm 0,5 n Essigsaure lésen, in Eis kiihlen 
und mit 250cem hei® gesattigter wasseriger Pikrolonsaurelésung 
die schnell abgekiihlt ist, versetzen. In Eis kiihlen. Wenn eine abzentri- 
fugierte Probe mit wasseriger Pikrolonséure noch sofortige Triibuny 
gibt, heiB gesattigte alkoholische Pikrolonsdurelésung in kleinen Por- 
tionen zugeben. Benétigte Menge an Pikrolonsiure etwa 1g. Nach 
mehrstiindigem Stehen in Eis die (wenig wirksamen) Pikrolonate ab- 
saugen, Filtrat zur Entfernung des Hauptteils der Pikrolonsaure mit 
10 com 2 n HCl ansduern, zweimal mit je 500 cem Ather ausschiitteln. 
Lésung auf 100 ccm im Vakuum bei 20° einengen und mit je der 10 fachen 
Menge Athanol und Ather fallen. Niederschlag in 50 cem n/10 HC! 
aufnehmen, wieder mit Athanol und Ather fallen und nach Waschen 
mit Ather trocknen. 

Anmerkungen. Statt Pikrolonsaure kann man auch Pikrinsdure ver- 
wenden, doch laiBt sich die erstere leichter entfernen. Mit der Pikrolonsaure 
werden insbesondere braun gefarbte Verunreinigungen gefallt, bei der 


Athanol-Ather-Fallung ein gelbér Farbstoff (neben Pikrolonsdure) entfernt. 
Die Reinigung betrigt etwa das Doppelte, der Verlust 30%. 


7. Schritt. Ausfdllung schwerléslicher Ba- und Ag-Salze. 


Praparat in 30 cem Wasser lésen, mit 0,4 n Ba(QH), ganz schwach 
lackmusalkalisch machen, unldsliche (weniger wirksame) Ba-Salze ab- 
zentrifugieren. Aus der Lésung mit 2 n H,SO, das Ba genau ausfiillen. 
mit 10 %igem N H, kongoneutral machen, und mit 1 n Ag NO, versetzen. 
bis kein Niederschlag mehr entsteht. Niederschlag abzentrifugieren. 
Lésung mit NH, auf etwa px 6 bringen und Niederschlag abtrennen. 
Dann die Lésung zur Ausfallung der Hauptfraktion mit NH, lackmus- 
neutral machen und mit geniigend AgNO, versetzen. Niederschlag 
‘abschleudern, mit wenig Wasser waschen, in Wasser suspendieren und 
mit H,S zersetzen. Aus der Ag-Lésung der Hauptfallung kann mit 
der mehrfachen Menge Athanol eine vierte Ag-Fraktion erhalten werden. 

Anmerkungen. Als schwer lésliche Ba-Salze werden unter anderem 
Adeninnucleotide entfernt. Die beiden ersten Ag-Fallungen dienen haupt- 
sichlich zur Ausfillung einer vor der abgeschirmten Quarzlampe_ sehi 
intensiv griinlich-weiB fluoreszierenden Verunreinigung. Die Ausbeute 
betragt beim 7. Schritt etwa 60°,, die Reinigung 40°,. Die zweite Ag 
Fallung ist nicht viel weniger wirksam als die dritte Hauptfraktion. Unte1 
Einbeziehung dieser Fraktion betragt die Ausbeute etwa 80°,. 


S, Schritt. Ausfdllung mit Phosphorwolframsdure und Kristallisation als 
salzsaures Salz. 
Die mit H,S zersetzte Lésung der neutralen Ag-Fallung nach 
Durchliiften auf 400 ccm 0,8 n HCl bringen, mit kleinem Uberschu8 an 
25 °,iger Phosphorwolframsaure fallen (die Fallung soll sich als schwere: 
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korniger Niederschlag abscheiden), abzentrifugieren und das Phosphor- 
wolframat wiederholt mit Aceton zersetzen, wobei die Phosphorwolfram- 
siure in acetonische Lésung geht, wahrend sich die Cocarboxylase 
zum Teil schon kristallinisch abscheidet. Diesen in Aceton unléslichen 
Anteil in 30 bis 40 cem n/10 HCl aufnehmen, die getriibte Lésung ab- 
zentrifugieren und filtrieren. Unlésliches mit viel Aceton verriihren, 
Acetonlésung entfernen und Niederschlag in wenig n/10 HCl lésen. 
Vereinigte salzsaure Lésungen mit 10facher Menge Aceton versetzen, 
in Eis stehenlassen, die ausgeschiedenen Kristalle wieder in n/10 HCl 
aufnehmen und zur vollstandigen Entfernung der letzten Spuren 
Phosphorwolframsaiure nochmals mit Aceton umfillen. Zur Um- 
kristallisation in etwa 5°%,iger Lésung in n/10 HCl mit dem 1'/, bis 
2fachen Volumen absoluten Athanol versetzen und im Kiihlschrank 
stehenlassen. Kristallisation durch Reiben mit dem Glasstab und 
haufiges Umriihren einleiten, um die Ausbildung zu grober Kristalle 
(derbe SpieBe) zu vermeiden. Umkristallisation in derselben Weise 
aus salzsiurehaltigem Wasser. Aus den Mutterlaugen wird mit mehr 
Athanol und Ather eine unreine Fraktion ausgefillt. 


Die Verbindung ist in kaltem Wasser leicht léslich; sie kristallisiert 
in reinem Zustand sehr leicht aus salzsaurer Lésung durch Zusatz von 
Alkohol oder Aceton usw. Aus sehr verdiinnten Lésungen kénnen mit 
Aceton sehr feine zentimeterlange Nadeln erhalten werden. F. nach 
Kofler-Hilbck 242 bis 244°. Die Kristalle sind ganz leicht gelb gefarbt; 
die wasserige Lésung ist bei neutraler und saurer Reaktion aber farblos, 
bei alkalischer Reaktion gelb; sie wird beim Anséuern wieder farblos; 
ein Wirksamkeitsverlust tritt hierbei nicht ein. 


Die gesamte Ausbeute betrigt aus 100 kg Hefe etwa 700 bis 800 mg 
kristallisiertes Hydrochlorid; das sind rund 15% der im Kochsaft 
vorhandenen Menge. Es sei erwahnt, daB der Gehalt der Bierhefe 
an Cozymase etwa achtmal gréBer als der an Cocarboxylase ist. 

Die Cocarboxylase gibt in dem von Peters! beschriebenen Form- 
aldehyd-Azo-Test nur eine schwache rotgelbliche Farbung. Vielleicht 
erklart dieser Befund, warum die chemische und die biologische Priifung 
nur in weitgehend gereinigten Aneurinpraparaten iibereinstimmten und 
nicht in Rohprodukten. 


IV. Chemische Untersuchung. 


Die qualitative Analyse ergab das Vorliegen von (auBer C und H) 
N, S, P und Cl. Schwierigkeiten bereitete die quantitative N- und 
8-Analyse. Die in der vorliufigen Mitteilung gemachte Angabe, dab 
das Praparat noch nicht analysenrein ware, beruhte auf zu niedrigen 
N- und S-Werten, die uns geliefert waren. Der N war nach Dumas 
1 H.W. Kinnersley u. R. A. Peters, Biochem. J. 28, 667, 1934. 
Biochemische Zeitschrift Band 294. 13 
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bestimmt worden, der S nach Pregl im Perlenrohr und im Mikrobombe, 
rohr nach Carius. Beide Methoden gaben fiir S gut iibereinstimmend- 
Werte, die mit den N-Werten nach Dumas auf das Verhiltnis 4: | 
paBten. Wir haben den N schlieBlich selbst nach Kjeldahl nach Ver 
aschung mit 2cem konz. H,SO,, CuSO, + K,SO, und Zusatz von 
30 mg Glucose bestimmt, den 8 als BaSO, nach Oxydation mit etwas 
iiberschiissigem Permanganat in wasseriger Lésung durch 10 Minuten 
langes Erwarmen im Wasserbad, Reduktion der héheren Mn-Oxyde in 
saurer Lésung mit H,O,, heiBes Fallen mit BaCl,, Absaugen des Nieder- 
schlags (mit Hmichschem Filterstabchen), Versetzen mit 2 ccm n H(| 
und Eintrocknen auf dem Wasserbad, Aufnehmen in Wasser unter 
Zugabe eines Tropfens 2n HCl, Absaugen und Waschen des Nieder 
schlags. 

Das Molekulargewicht der Cocarboxylase-HCl ist noch nicht 
bestimmt, wir berechnen es aus der Elementaranalyse unter der An 
nahme des Gehalts von 1 Atom S zu 479,9. 


Analysen. CyyHy,OgN,R, SC). 5,078 mg = 5,745 mg CO,; 2,055 my 
H,O. — 4,15mg = 3,48cem n/100 HCl = 0,487 mg N (Kjeldahl). 
P (kolorimetrisch) anorgan. P,O, Null; 15-Minuten-Hydrolyse 6,51°,; Ge 
samt-P 13,00 °%. — 10,05 mg = 4,94 mg BaSO,. — 8,52mg = 2,55 mg Ag! 
(direkte Fallung mit AgNO,). [—-4,997mg = 1,43mg AgCl (Mikro-Carius)|. 





4 
Cc H N P Ss 


0/5 O%, 0, Jo %/y 


Berechnet .... 30,08 4,42 11,71 12,96 6,69 740 
Jefunden 30,85 4,53 11,72 13,00 6,78 7,41 

Bindung des Schwefels: Die Cocarboxylase gibt ebenso wie das 
Vitamin B, positive Plumbit- und negative Sulfhydrilreaktion sowie 
eine sehr schWache Fichtenspanreaktion. 

Bindung des Chlors: Das Chlor liegt 
in wasseriger Lésung ional vor. 

Bindung des Phosphors: Der Phos- 
phor liegt als Phosphorsiureester vor. 
Von den beiden Molekiilen wird eins bei 
15 Minuten langer Hydrolyse in n HC! 

og 1h, «bel 100° abgespalten, waihrend das zweite 
ah t eidihetioienen de sehr schwer hydrolysierbar ist (vgl. Hy- 
Cocarboxylase in u HCl bei 100°. drolysenkurve Abb. 1). Hiernach ist die 

Formel der Cocarboxylase zu schreiben: 
C;,H\N,SO. HCl. 2H, PO, (— 2H,0) + 1,0. 

Mit alkalischer Nierenphosphatase (dialysierter Nierenextrakt | : |) 
wird bevorzugt das leicht hydrolysierbare Phosphat abgespalten, und 
sehr viel langsamer das schwer hydrolysierbare. Hierbei geht der Verlust 
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an Wirksamkeit als Cocarboxylase der Abspaltung des leicht hydro- 
ivsierbaren Phosphats weitgehend parallel: ebenso bei der fraktionierten 
Hydrolyse in n 10 HCl (vgl. Tabelle 1). 


Tabelle 1. Inaktivierung der Cocarboxylase nach enzymatischer 
und chemischer Abspaltung des leicht hydrolysierbaren P. 





rs Leicht. hydrolysierbarer P 
Zeit abgespalten 


Min. lg ig 


Wirkverlust 


Phosphataseeinwirkung 15 
60 


Hydrolyse in n/10 HC1 60 


Bei der enzymatischen Abspaltung mit sauren Phosphatasen 
(verwendet wurde eine gereinigte Prostata-Phosphatase, die ich Herrn 
Dr. Kutscher! verdanke) werden beide Phosphorsiuremolekiile etwa 
mit gleicher Geschwindigkeit abgespalten, und zwar sehr viel langsamer 
als z. B. Glycerinphosphorsaure (py 5,0). Nach vollstandiger Abspaltung 
des P (mehrere Tage bei 37° mit Toluol) wurde das EiweiB mit Sublimat- 
salzsaure gefallt, das entquecksilberte und durchliiftete Filtrat mit 
H AuCl, gefallt und das kristallinische Goldsalz ohne weitere Reinigung 
mit H,S zersetzt. Aus der eingeengten Lésung schieden sich mit Athanol- 
Ather Kristalle ab, die nach dem Umkristallisieren im F. und Misch-F. 
mit salzsaurem Aneurin iibereinstimmten: Mikro-F. 249°, Misch-F. 250°; 
ebenso das Pikrolonat. 

Die organische Grundsubstanz der Cocarboxylase ist also mit dem 
Vitamin B, identisch. Die Cocarboxylase ist ein diphosphoryliertes 
Aneurin (Vitamin B,). 

Bei der Oxydation der Cocarboxylase mit alkalischem Ferricyanid 
entsteht ebenso wie mit Aneurin® eine vor der abgeschirmten Quarzlampe 
schén blau fluoreszierende Verbindung (in saurer Lésung schwiichere griine 
Fluoreszenz). Diese Oxydation erfolgt schon in bicarbonatalkalischer 
Lésung; die Geschwindigkeit der Oxydation steigt aber mit steigender 
{OH’}. Ebenso verhalt sich Vitamin B,, das entgegen Literaturangaben 
ebenfalls schon in bicarbonatalkalischer Lésung oxydiert wird. In_ bi- 
carbonatalkalischer Lésung kann die Oxydation der Cocarboxylase so 
geleitet werden, das genau 2 Atome H oxydiert sind. Das Oxydations- 
produkt wurde noch nicht kristallinisch erhalten; es gibt ebenso wie das 
Thiochrom nicht die Plumbitreaktion. 

Bei der Williamsschen Sulfitspaltung*® wird ein P-freies Pyrimidin- 
Spaltstiick (als Sulfosaure) und ein diphosphoryliertes Thiazol-Spalt- 


1 W. Kutscher u. A. Woérner, H. 239, 109, 1936. 2 R. A. Peters, 
Nature 135, 107, 1935; G. Barger, F. Bergei u. A. R. Todd, Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 68, 2257, 1935. —— * R. R. Williams, R. FE. Waterman, J. C. 
Keresztesy, E. R. Buchman, J. Amer. Chem. Soe. 57, 536, 1935. 


13* 
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stiick erhalten, in dem eine Phosphorsiure genau wie in der Cocar)- 
oxylase in 15 Minuten bei der Hydrolyse in n HCl bei 100° ab. 
gespalten wird, waihrend das zweite Molekiil schwer hydrolysier- 
ar ist. 

Versuch: 130 mg Cocarboxylase-HCl wurden in 2,0 ecm Wasser 
gelést, mit 0,3cem n NaOH auf etwa px 5 neutralisiert und mit 
200 mg Na-Bisulfit in Substanz versetzt. Nach dreitaigigem Stehen 
im Zimmer, wobei sich bald ein weiBes Kristallisat abschied, wurde 
im Vakuumexsikkator auf etwa 0,5 ccm eingeengt, die Lésung abgesaugt 
und das Kristallisat mit 3 Tropfen Wasser gewaschen. Gewicht der 
Kristalle 53,4 mg (berechnet 54,3 mg). Die Substanz wurde aus heifben: 
Wasser umkristallisiert; Ausbeute 47 mg. 

C,H,O,N,8 (Mol.-Gew. 203,2). 

Analyse. 5,170 mg = 6,670 mg CO, und 2,135 mg H,O. — 2,324 mg 
= 0,410cem N, (754/20°). — 3,587 mg = 3,953 mg BaSQO, (Perlrohr). 
Ber.: C 35,44°,; H 4,46°,; N 20,68%; S 15,78°,. 

Gef.: C 35,19°%,; H4,62°,; N 20,39°%; S 15,14%. 


Die Verbindung schmilzt nicht bis 360°. Es handelt sich offenbar 
um dasselbe 2-Methyl-4-Amino-5-sulfonsiuremethyl-Pyrimidin, das 
bei der Sulfitspaltung des Vitamins B, (Aneurin) entsteht. 


Aus der Mutterlauge des Pytfimidinspaltstiickes wurde (nach Zer- 
setzen des Sulfits) in schwach salpetersaurer Lésung SO, mit Ba(N O,),, 
Cl’ mit AgNO, entfernt, und dann die Lésung mit NH, eben kongo- 
neutral gemacht. In einem Volumen von 2 bis 3 cem fallen bei Zusatz 
von viel AgNO, (60 %ige Lésung verwenden) sehr leicht Kristalle aus, 
die bei langsamem Kristallisieren Prismen, bei schneilem zusammen- 
gewachsene Drusen sind. Die Substanz kristallisiert nur in schwach 
saurer Lésung. Umkristallisieren nach Lésen in verdiinnter HN 0O,, 
teilweisem Neutralisieren mit NH, und Versetzen mit viel AgNO,. 
Waschen mit 50, 90 und 100 %igem Athanol und Ather. Gewicht des 
ersten Kristallisats 169 mg, ber. 204 mg = 83% der Theorie. Der 
Verlust von 17 °% ist in der Hauptsache auf die Léslichkeit in der sauren 
Lésung zu beziehen, da beim Umkristallisieren die Ausbeute um denselben 
Betrag geringer wird. Ebenso wie bei der Spaltung des Aneurins werden 
also auch bei der Sulfitspaltung der Cocarboxylase annaihernd die 
theoretischen Ausbeuten erhalten. 


Die qualitative Analyse ergab (auBer C und H) N, P und Ag und 
auBerdem HNO,, deren Menge in drei Praparaten je nach der Aziditat 
der Ausfallungslésung um 0,5 Mol schwankte. In dem véllig analysierten 
Praparat betrug ihre Menge 0,6 Molekiile HNO,-N pro Molekiil 
Thiazolspaltstiick. Die N-Analysen wurden ausgefiihrt durch NeBleri- 





Untersuchungen iiber die Cocarboxylase. 197 


sierung nach Reduktion mit Devardaschem Metall (HNO,-N) und 
Bestimmung des Gesamt-N nach Dumas. 


C,H,0O,NSP,Ag, .3H,O .0,6HNO, (Mol.-Gew. 716). 5,227mg 
= 1,91 mg CO, und 0,745 mg H,O. — 7,200 mg = 0,194 cem N, (750/21°) 
(Gesamt-N). — 5,30 mg = 60,8 y NH,-N(HNO,-N). — 7,531 mg = 2,47 mg 
BaS O, (Carius). — P (kolorimetrisch) : anorganisches P,O, Null; 15-Minuten- 
Hydrolyse 4,25°%, Gesamt-P 8,34°,. 





Cc N § Ag 


Fo . 0 


Berechnet .... || 10,06 2,05 3,12 | 4,48 Yi 45,2 
Gefunden 1,59 3,08 4,51 8,34 43,2 


Die Isolierung anderer kristalliner Metallsalze gelang nicht. Die 
Analyse des kristallisierenden Pikrolonats erschien uns nicht so ein- 
deutig wie die des Silbersalzes trotz seines Gehalts an HNO,. Die 
freie Sdure gibt wie alle Derivate und Spaltprodukte des Aneurins mit 
tertiirem Stickstoff im Thiazolring keine Plumbitreaktion. 

Schon aus den bisher mitgeteilten Befunden erscheint als einzige 
Moglichkeit fiir die Bindung der beiden Phosphorsiuremolekiile das 
Vorliegen eines unsymmetrischen Pyrophosphorsaureesters. Als Beweise 
haben zu gelten das Ergebnis der Titration mit Lauge und die Ab- 
spaltung von anorganischem Pyrophosphat. 

Titration: 65,6 mg Cocarboxylase-HCl wurden in 2 ccm Wasser 
gelést und mit n/10 NaOH gegen Methylorange und dann gegen Phenol- 
phthalein titriert. 65,6 mg entsprechen 0,137 Millimol Cocarboxylase, 
die gegen Methylorange 0,141 Millimol Lauge (= 1,03 Aquivalente) 
und weiter gegen Phenolphthalein 2,80 Millimol Lauge (— 2,04 Aqui- 
valente) verbrauchten. Im Cocarboxylasehydrochlorid liegt also eine 
starke Sauregruppe mit einer Dissoziationskonstante bis etwa py 3,5 vor 
und zwei schwachere mit Konstanten zwischen py 3,5 und 8,5. Im 
Molekiil selbst sind an Saéuregruppen vorhanden drei starke (Cl’ und zwei 
primare Hydroxylgruppen der Phosphorséure) und zwei schwache bei 
Annahme eines Di-phosphorsiureesters, aber eine schwache bei An- 
nahme eines Pyrophosphorsiureesters. Wie aus den Titrations- 
kurven von Williams! hervorgeht, besitzt nun das Vitamin B,-(HCl), 
bis zum Umschlagspunkt des Phenolphthaleins eine schwache Saure- 
gruppe mit der Dissoziationskonstante px, 5. Dies beruht darauf, daB 
das eine Salzsiuremolekiil durch Salzbildung mit dem quarterniren N 
weitgehend neutralisiert ist, waihrend das andere durch die Amino- 
gruppe im Pyrimidinring abgeschwacht wird. Dasselbe ist auch beim 
Cocarboxylasehydrochlorid der Fall, wo von den drei vorhandenen 


1 R. R. Williams u. A. E. Ruehle, Amer. J. Chem. Soc. 57, 1856, 1935. 
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starken Sauregruppen eine vollig neutralisiert und eine zweite so ai) 
geschwacht ist, daB sie als schwachere Saiuregruppe reagiert. Da auber 
dieser nur noch eine weitere schwachere Saéuregruppe gefunden wird, 
muB ein unsymmetrischer Pyrophosphorsaureester vorliegen. Aus dem 
folgenden Schema geht der Verlust einer schwachen Sauregruppe 
durch die Bindung als unsymmetrischer Pyrophosphorsaureester hervor 
Der Index 0) bedeutet neutralisierte Siure, der Index 1) starke Saure. 
der Index 2) schwache Saure. 


=N....C10 =N....C1% 
—NH?....0H2) OH} —NH,....0H® OH) 

| | | 
RO—P—OH2) RO—P—OH2 R O—P—O—P—O H 2) 


O O O O 
Sauregruppen eines Sauregruppen eines unsymmetri- 
Di-phosphorsaureesters. schen Pyrophosphorsaureesters 


Abspa'tung von Pyrophosphat. Bei drei bis vierstiindigem Erhitzen 
der Cocarboxylase in 2n NaOH im siedenden Wasserbad (in etwa 
0,5°%,iger Lésung) wird neben einer Abspaltung von anorganischem 
Phosphat das schwer hydrolysierbare Phosphat fast vollig in leicht 
hydrolysierbares Phosphat umgewandelt. Es lagen vor in Prozent des 
Gesamt-P: f 

Tabelle II. 





Nach 


Verseifung 


Anorganisches Phosphat 20 
Nach 7 Min. Hydrolyse in n HCl 94 


96 


Pape |. anes ee : + 


Die Abspaltung von anorganischem Phosphat bei der Verseifung 
entspricht etwa dem Betrag der Aufspaltung von anorganischem Pyro- 
phosphat unter denselben Bedingungen. Das Verseifungsprodukt gibt 
die fiir anorganisches Pyrophosphat charakteristische Blaugriinfarbung 
mit Eikonogen in sulfithaltiger Schwefelsiure. Wie friiher! nach- 
gewiesen, wird durch stark verdiinnten Leberextrakt von allen gepriiften 
P-Estern nur anorganisches Pyrophosphat gespalten. Auch das Ver- 
seifungsprodukt (das in Essigsiure unlésliche Ba- und Schwermetall- 
salze gibt) wird glatt gespalten (Temperatur 20°). 

Bei der Verseifung der Monophosphoverbindung (Darstellung s. unten), 
die nur schwer hydrolysierbares Phosphat enthalt, wird je nach der Vet 
seifungsdauer das Phosphat als anorganisches Phosphat abgespalten; leicht 


1 K, Lohmann, diese Zeitschr. 262, 147, 1933. 
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Tabelle IIL. 





Inku. ™& P20; pro Ansatz gefunden | P gespalten 


bations- 
zeit direkt 
bestimmt 


7 Min. 


Hydro- Gesamt- mg ) 
lyse 


P,0; | P.O; | P.O; 


. Ferment ohne Substrat- 
zusatz 1,23 2% 1,37 
2. Ferment mit ,,Verseifungs- 
produkt* 1,37 2,23 
3. Ferment mit ,,Verseifungs- 
produkt* é 1,94 2,23 
. Ferment mit anorgani- 
schem Pyrophosphat .... 1,30 2,26 
>. Ferment mit anorgani- 
schem Pyrophosphat .... i 2,09 2, 226 0,71 90 


hydrolysierbares Phosphat tritt nicht auf. Gefunden wurden nach Erhitzen 
von 5,1 mg Monophosphat in 0,5cem 2n NaOH im siedenden Wasserbad 
nach 100 Minuten 

anorganisches Phosphat 

nach 15-Minuten-Hydrolyse 

Gesamt-P 


Darstellung des Monophosphats. 


110 mg Cocarboxylase in Il cem n/5 H,SO, 2!'/, Stunden in 
siedendem Wasserbad im eingeschmolzenen Reagensglas hydrolysieren. 
Hydrolysat mit 1 ccm kalt gesattigter Ag,SO,-Lésung versetzen, die 
ganz geringe Triibung abzentrifugieren und verwerfen, die Lésung mit 
HCl Ag-frei machen, dann mit kalt gesattigter Barytlauge neutralisieren 
und den Niederschlag (Ba-Sulfat und -Phosphat) entfernen. Aus der 
Lésung das Ba mit der eben ausreichenden Menge H,SQ, fallen, nach 
Abzentrifugieren des Niederschlags mit 4 cem Goldchloridlésung (1 : 10) 
versetzen und im Exsikkator auf etwa 10 cem einengen. Das gut 
kristallisierende Goldsalz absaugen, mit H,S zersetzen und aus der ein- 
geengten salzsauren Lésung das sehr gut in groBen Platten kristalli- 
sierende rein weiBe Hydrochlorid mit Athanol abscheiden, das sich un- 
verandert auch aus Wasser umkristallisieren liBt. F. 200° (Kofler- 
Hilbck). Analysen: 

Cy.H,,O,N,S PCL. 2 H,O (Mol.-Gew. 416,7). 4,335 mg = 2,15 mg H,O; 
5,535 mg CO,. — 7,50mg = 1,73 cem n/25 HCl = 0,970 mg N (Kjeldahl, 
mit Glucose verascht). —- 4,812mg = 2,495 mg BaSO, (Perlrohr). — 
4,107 mg = 1,46 mg AgCl (Carius). P (kolorimetrisch) 7,29°,, P. 





N 

0) 
Gefunden 34,8: 5, bE 12,90 
Berechnet .... 34,5 5,¢ 13.42 
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Absorptionsspektra. 


Herr Schréder hat im Institut fiir Physik am Kaiser Wilhelm- 

Institut fiir medizinische Forschung in Heidelberg fiir die Cocarb- 

oxylase (Diphosphoverbindung) und fiir die Monophosphoverbindung die 

in der Abb. 2 wiedergegebenen Spektren mit den zwei Absorptions- 

maxima bei 245 und 260 mp. gemessen. Die Lage der beiden Maxima 

stimmt mit der von Sma- 

wen I kula? fiir das Aneurin an- 

gegebenen annahernd 

iiberein. Auffallend _ ist 

die Verschiedenheit — in 

der Hohe bei der Diphos. 

pho- und Monophospho- 
verbindung. 


$ 


Die Spektren wurden 
in wasseriger Lésung licht- 
elektrisch aufgenommen. 
Die molaren Absorptions- 
koeffizienten wurden nach 
der Formel J = Jye—¢dt 
berechnet. (J = durch- 


‘motare Absorotionskonstante k 


8 





1 


J 
200 22g 250 275 


Abb. 2. Absorptionsspektrum der Cocarboxylase und velege Inteveiths J 
der Monophosphoverbindung. gelassene MUCNSILat, vo 


X---X Cocarboxylase, = auffallende Intensitat, 

O——O Monophosphoverbindung. c = Konzentration in Mol 

/Liter und d = Dicke der 

Kiivette in em.) — Die Konzentration war etwa 0,1°,; fiir die Berechnung 
wurde der Gehalt an nichtphosphorylierter Base zugrunde gelegt. 





Kataphoreseversuch. 


Die Wanderungsgeschwindigkeit der’ Cocarboxylase bei ver- 
schiedener [H ] wurde in dem Theorellschen Apparat gemessen. Die 
Bestimmung des Gehalts an Cocarboxy- 
lase in den einzelnen Zellen erfolgte 
durch Auswertung an alkalisch ausge- 
waschener Hefe. Die Cocarboxylase ist 
eine amphotere Substanz, die unterhalb 
etwa pu 3,8 kathodisch, bei niedrigerer 
{[H’] anodisch wandert. Der Umschlags- 
punkt liegt wahrscheinlich (vgl. Abb. 3) 
zwischen py 2,5 und 3,5. 
BBE 1 A, Smakula, H. 280, 231, 1934. 
> R. R. Williams (Amer. J. Chem. Soc. 57, 


Abb. 3. Wanderungsgeschwindigkeit 517, 1935; hier auch weitere Literatur) fand 
der Cocarboxylase. zwei Maxima bei 235 und 267 mu. 
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Tabelle IV (vgl. Abb. 3). Wanderungsgeschwindigkeit der 
Cocarboxylase. 
qem 


= —— « 10-5, 
sec X Volt 0 





Pu | Leitfihigkeit | Milliamp. at v pu | Leitfiihigkeit Milliamp. be 


1,98) 4,54 — 1,54] 3,6 2,14 9 | 97|— 0,57 
244), 1,97 | 6 5 | — 0,85] 5,1 1,70 3 | 92 | +4,23 
3,05) 3,38 | — 0,88] 7,3 1,73 5 § 75 | + 6,20 


Konstitutionsformel der Cocarboxylase. 

Da bei der Sulfitspaltung ein diphosphoryliertes Thiazol und ein 
P-freies Pyrimidin erhalten werden und das Ergebnis der Titration 
und der alkalischen Verseifung fiir das Vorliegen eines unsymmetrischen 
Pyrophosphorsaureesters spricht, ist der Cocarboxylase die folgende 
Konstitution zuzuschreiben : 

N—CH Cl = re) \ 


pray : 
H,C—C C-—CH,—N——C-—0m, ° OH 


ll Il l t | | 
N—C—NH, C. ,C—CH,—CH,—0—P—0—P—OH 
\S/ || | 
Cocarboxylase (Diphospho-aneurin) © 0 
und der Monophosphoverbindung : 
N=CH Cl 


Bvt - 
H,C—C C—CH,—N——C—CH, OH 
\| {| 


ll I] | | | 
N—C—NH, C C—C H,—C H,—O—P—OH 
\g/ ‘ 1 


Monophospho-aneurin. 0 


In beiden Verbindungen geht (wenigstens in wassriger Lésung) 
eine Hydroxylgruppe der Phosphorsiure mit der Aminogruppe des 
Pyrimidins eine salzartige Bindung ein. 


V. Biologische Untersuchungen. 
a) Reaktionsprodukte. 


Die carboxylatische Spaltung der Brenztraubensiure durch Hefe 
verliuft theoretisch nach der Formel CH,.CO.COOH = CH,CHO 
+ CO, bzw. CH,.CO.COONa + H,O = CH,.CHO + NaHCO,. 
Nach Neuberg und Hirsch' erfolgt auBerdem noch eine teilweise Konden- 
sation zu Acetoin. Dasselbe Verhalten zeigt alkalisch ausgewaschene 
Hefe, die durch Cocarboxylase reaktiviert ist. Dabei ist der gebildete 


1 C. Neuberg u. J. Hirsch, diese Zeitschr. 115, 282, 1921. 
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Acetaldehyd sowohl in N, wie in O, der freigesetzten Menge CO, weit 
gehend aquivalent. Daneben findet nur eine geringe Acetoinbildung 
statt. Milchsiure konnte nicht nachgewiesen werden. 

1. CO,- und Acetaldehydbildung: Wir fanden in zwei Ansatzen 
folgende CO,- und Acetaldehydbildung (alkalisch ausgewaschene Hefe 
im itiblichen manometrischen Ansatz; 2 3Cocarboxylase, Temperatur 2s”, 
Zeit 30 Minuten) in N,: 178emm CO, und 0,349 mg Acetaldehyd 
berechnet aus CO,-Bildung 0,350mg Acetaldehyd ; in O,: 141.emm CO, 
und 0,276 mg Acetaldehyd; berechnet aus CO,-Bildung 0,281 mg Acet-. 
aldehyd. 

Die Bestimmung des Acetaldehyds erfolgte nach Enteiweiben 
mit Trichloressigsaure durch Ubertreiben in der Apparatur fiir Milch- 
siurebestimmung nach /aeb und Zacherl!. — Die Acetaldehydwerte wurden 
um rund 4°%, zu hoch gefunden, da der Zusatz der Trichloressigsaure 
erst 1 bis 2 Minuten nach der letzten Ablesung erfolgte. 

2. Acetoinbildung: Je 2,0g Trockenhefe wurden je zweimal mit 
je 100 cem m/10 KH,PO, bzw. m/10 Na,H PO, und einmal mit 100 ccm 
Wasser ausgewaschen, in 5 ccm m/10 Phosphat px 6,2 suspendiert, 
mit je 300 mg Na-Pyruvinat, 2,0 mg Mg und 0,5 mg Cocarboxylase ver- 
setzt. Nach zweistiindiger Einwirkung bei 28° wurde das Acetoin als 
Nickeldimethylglyoxim bestimmt?. Gefunden in der sauer ausge- 
waschenen Hefe 34,1 mg, in der alkalisch ausgewaschenen Hefe 18,4 mg 
Ni-Verbindung, entsprechend 24,5 bzw. 13,2 mg Acetoin (berechnet 
fiir 85°%,ige Ausbeute). 


b) Abhdngigkeit des Umsatzes von der Cocarboxylasekonzentration. 


Bei mittleren Cocarboxylasekonzentrationen ist unter unseren 
Versuchsbedingungen der Umsatz in den ersten 30 bis 40 Minuten 


BY 600 





/ 
j 


1 1 } 











j i 
240PMin. 72 4 8 6 


Abb. 4. Carboxylatische Spaltung durch al- Abb. 5. Carboxylatische Spaltung durch 

kalisch ausgewaschene Trockenhefe in Ab- alkalisch ausgewaschene Trockenhefe in 

hingigkeit von der Zeit und der Cocarb- Abhiingigkeit von der Cocarboxylase 
oxylasekonzentration. konzentration. 


1 Lieb u. Zacherl, H. 211, 211, 19382. —- 2 Vel. W. Dirscherl, H. 18S, 
225, 1930. 
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der Zeit proportional; er fallt dann meist stark ab (vgl. Abb. 4). Bis 
etwa 8 y Cocarboxylase wird der Umsatz in der schnellen Phase bei 
der dreifachen Menge Cocarboxylase auf das Doppelte gesteigert. 
Mit 32 y ist in 30 Minuten der Umsatz aber nur noch um 9% gréBer 
als mit 16y. Das ,,Protein’ ist mit 8 bis 16 y Cocarboxylase also 
nahezu abgesattigt (vgl. Abb. 5). Der Abfall der Reaktionsgeschwindig- 
keit beruht im wesentlichen auf der hemmenden Wirkung des Acet- 
aldehyds (vgl. unten), ferner auf der Verschiebung der [H’] durch das 
entstehende Na-Bicarbonat und zum Teil auch auf einer Zerstérung 
des Ferments. 
c) EinfluB von Acetaldehyd. 


Die Hemmung der carboxylatischen Spaltung durch steigende 
Mengen Acetaldehyd ist in Tabelle V wiedergegeben. Verwendet wurde 
der iibliche Ansatz mit alkalisch ausgewaschener Hefe: 1,0 cem Sus- 
pension + 0,7 cem Zusatze. Der Acetaldehyd wurde zusammen mit 
der Cocarboxylase in den Hauptraum des GefiBes gegeben und das 
Pyruvinat und Mg nach Temperaturausgleich (nach insgesamt etwa 
15 Minuten) eingekippt. 2 mg Acetaldehyd,’die um rund !/, hemmen, 
entsprechen dem Umsatz von 4 mg Brenztraubensaure. 


Tabelle V. Hemmung der Carboxylase durch Acetaldehyd. 





Zusitze 


Nr. 4 Cocarboxylase + 0,1 mg Mg 


10 Min. §20Min. 30 Min. 
- 118 229 319 
+. 2,0 mg Acetaldehyd 83 163 238 
+ 4,0 ,, ” 53 107 160 
+ 80 ., ” 42 75 107 


d) Abhdngigkeit von 
der {H’}. 

Die Aktivitatskurve 
der alkalisch ausge- 
waschenen  Biertrocken- 
hefe zeigt ein ziemlich 
steiles Maximum zwischen 
pu 6,2 und 6,4 (Phosphat- 
puffer) (Abb. 6, Kurve ; 
x x). Mit m/10 * 
KH,PO, ausgewaschene 
Trockenhefen (und ebenso 











A edesal OE RES RES GN coe 
; 46 48 $0 52 5# 56 38 60 62 GY 66 68 10 G2 
nichtausgewaschene Trok- 2y—= 
kenhefen) verhalten sich Abb. 6. pg-Aktivitiitskurven mit Phosphatpuffer. 
dagegen ganz. anders. So- Kurve x x alkalisch ausgewaschene Bierlhefe. 


‘Dp: » Kurve 4 \ sauer ausgewaschene Bierhefe 
wohl bei Bierhefe (Abb. 6, Kurve ()———C sauer ausgewaschene Bickerhefe. 
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Kurve ,——a) wie bei Backerhefe (0——o) verlauft die Kurve mit 
einem sehr flachen Maximum um py 5,5. 
Einen sehr ahnlichen Kurvenverlauf erhalt man auch mit Citrat- 


puffer (Abb. 7). 


Me ONE! CS Se RE, ES ee ieee Sew MER LY ee 
46 48 50 52 5¥ 56 58 60 G2 64 66 68 W 
rr 
Abb. 7. Py-Aktivititskurven mit Citratpuffer. 
Kurve X < alkalisch ausgewaschene Bierhefe. 
Kurve A——A nicht ausgewaschene Bierhefe. 








e) Abhdngigkeit von der Substratkonzentration. 
Der EinfluB verschiedener Pyruvinatkonzentrationen ist in Abb. 8 


wiedergegeben. Der Umsatz betragt nach 90 Minuten langer Ein- 
wirkung fiir 1 mg Pyruvinat 86 %, der Theorie, fiir 2 mg 78 %, fiir 4 mg 


, 61%, fir 8mg 36%, fiir 16 mg 
19%. Der Umsatz steigt mit stei- 
cmm Min. 5 ; 
gender Substratkonzentration. 
Ihre optimale Konzentration be- 
tragt in unseren Versuchsansatzen 
etwa 8 mg Brenztraubensaure. 


60min. 


Die enzymatische Umwandlung 
von Methylglyoxal in Milchséure in 
Gegenwart von Glutathion! verlauft 
streng nach einer Gleichung nullter 
Ordnung, d. h. die Umsatzgeschwin- 
digkeit ist bei gegebener Coferment- 
konzentration der Zeit genau pro- 
; portional; sie ist auBerdem unab- 
Avnet mg hangig von der Substratkonzentra- 

> iat tion: Dieser Verlauf ist so zu deuten, 
Abb. 8. Carboxylatische Spaltung durch R “ 4 . : 
alkalisch ausgewaschene Trockenhete in daB die Bildungsgeschwindigkeit 
Abhingigkeit von der Zeit und der Sub- einer hypothetischen Substrat-Co- 

stratkonzentration. fermentverbindung gegeniiber ihrem 

Zerfall unvergleichlich viel gréBer ist, 

so daB die Reaktionsgeschwindigkeit ausschlieBlich durch die Zerfallsgeschwin- 
digkeit bestimmt wird. Bei der Carboxylase liegen die Verhaltnisse nicht so 
eindeutig. In den ersten 30 Minuten findet man bei mittleren Cocarboxy- 








Fé 4 


a | 
72 








1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 254, 332, 1932. 
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lase- und Substratkonzentrationen einen der Zeit proportionalen Umsatz, der 
dann prozentual um so schneller abfallt, je héher die Cocarboxylase- 
konzentration ist (vgl. Abb. 4). Dieser Abfall beruht auf den schon auf 
S. 203 erérterten Ursachen: auf der Schadigung durch das gebildete Reak- 
tionsprodukt Acetaldehyd, auf der Verschiebung der [H"] und sehlieBlich 
auch auf einer Schadigung des Ferments. So nahm z. B. die Wirksamkeit 
einer alkalisch ausgewaschenen Hefe von 445 cemm bei sofortiger Messung 
nach dem Auswaschen ab auf 222 cmm nach zweistiindigem Stehen in m/10 
Phosphat von px 6,2, und auf 125 cmm nach fiinfstiindigem Stehen bei 20°. 
In einem anderen Versuch sank die Wirksamkeit der Suspension von 399 
auf 99 cmm nach 17stiindigem Stehen im Eisschrank. Wurde die Suspension 
jedoch zusammen mit Cocarboxylase aufbewahrt, so war die Inaktivierung 
geringer; im letzten Versuch wurden dann z. B. noch 247 emm CO, statt 
99emm gebildet. Diese schiitzende Wirkung des Co-Ferments auf das 
Ferment wurde haufig, aber in so ausgesprochener Weise nicht regelmaBig 
beobachtet. 

Vielleicht darf aus dem ersten Teil der Kurve, der nach einer Reaktion 
nullter Ordnung verliuft, geschlossen werden, daB bei der Carboxylase, 
ihnlich wie bei der Methylglyoxalase, die zunichst gebildete Substrat- 
Cofermentverbindung enzymatisch zerlegt wird und da dieser Zerfall 
die geschwindigkeitsbestimmende Reaktion ist. Der Unterschied in der 
Geschwindigkeit der Bildung der Zwischenverbindung und ihres Zerfalls 
ist aber nicht so groB wie bei der Methylglyoxylase, da ja die Geschwindig- 
keit der carboxylatischen Spaltung auch von der Substratkonzentration 
abhangt. 


f) Gehalt der Bier- und Bédckerhefe an Cocarboxylase. 


Kochsaft aus Backerhefe enthalt sehr viel weniger Cofermente 
als aus Bierhefe: etwa 5 bis 10mal weniger Cozymase und etwa 10 bis 
20mal weniger Cocarboxylase. Wir finden z. B. mit Kochsiften, die 
durch kurzes Erhitzen der Suspension von 1 Teil frischer Hefe mit 
| Teil Wasser im siedenden Wasserbad hergestellt waren, im iiblichen 
Versuchsansatz (Tabelle VI): 


Tabelle VI. Vergleich der Kochsafte aus frischer Bier- und 
Backerhefe. 





Ansiitze 10 Min. 20 Min. 30 Min. 


ohne Cocarboxylasezusatz 12 16 21 
mit 0,025 cem Kochsaft, Bierhefe 35 61 86 
0,05 m 46 88 128 
0,10 i 83 174 256 
0,10 ; Backerhefe 10 16 23 
0,20 ‘n 16 23 33 
0,40 ms 29 44 58 


Bei Zusatz von 0,3 ccm Backerhefe-Kochsaft zu 2 y Cocarboxylase 
bleibt die Wirkung praktisch unverandert. Im Backerhefe-Kochsaft 
finden sich also keine hemmenden Substanzen. 
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10 Min. 20 Min. 30 Min 


2 y Cocarboxylase 70 142 200 
2 y Cocarboxylase -+ 0,3cem Kochsaft 18 144 194 


g) EinfluB von Magnesium und Mangan. 


Nach friiheren Untersuchungen wird die carboxylatische Spaltuny 
der Brenztraubensiure durch Hefe, die mit m/10 KH,PO, aus. 
gewaschen ist, weder durch Cocarboxylase noch durch Magnesiumsalz« 
gesteigert (Lohmann'). Bei alkalisch ausgewaschener bzw. dialysierter 
Hefe fand Auhagen® beziiglich des Magnesiums eine wechselnde Wirkuny 
mit einer Steigerung um das 2,3 bzw. 0,3fache. Unsere jetzigen Versuche 
ergeben: 

1. Auch in sehr intensiv mit m/10 KH,PO, ausgewaschener 
Trockenhefe (z. B. 1Omal mit je der 50fachen Menge) wird die carb- 
oxylatische Spaltung durch Mg in Bestatigung unserer friitheren Befunde 
nicht gesteigert und auch nicht durch Mn?, 

2. In alkalisch ausgewasclrener Hefe (zweimal mit je der 50fachen 
Menge Na,H PQ, und einmal mit Wasser) betrigt die Steigerung durch 
die optimale Mg-Konzentration etwa das zwei- bis dreifache. 

3. Hefe, die zuerst mit KH,PO, und dann noch mit Na,H PO, 
ausgewaschen wird, vermag praktisch mit Cocarboxylase allein kein 
Pyruvinat zu spalten, sondern nur zusammen mit einem Mg- (bzw. Mn-) 
Salz. Vegl. Tabelle VII. Durch Auswaschen von Trockenhefe mit 


Tabelle VII. Wirkung von Mg und Mn. - 


1,0 g Trockenhefe, dreimal mit je 50 cem m/10 KH, PQ,, einmal mit 50 ccm 

Wasser, zweimal mit je 50cem m/10 Na,HPO, und einmal mit 50 ccm 

Wasser gewaschen (Temperatur der Waschfliissigkeiten 30°, Dauer je 

10 Minuten). Riickstand in 10,0cem m/10 Phosphat py 6,2 suspendiert. 

Pro Versuchsansatz 1,0 cem Suspension + 0,7 cem Zusatze. Mg als MgCl., 
Mn als MnSO,. Zahlen in emm CQ,. 





Ansiitze + Pyruvinat 30 Min. 60 Min. 


17 31 
Cocarbox ylase 34 50 
1 38 70 


3 
3+ 


35 ate 116 210 
sy 1. y an 175 302 


) ” nae * 165 289 


' K, Lohmann, diese Zeitschr. 237, 481, 1931. 2 EB. Auhagen, H. 204. 
166; 209, 25, 1932. —- * Auf die mégliche Bedeutung des Mn fiir die alk 
holische Garung wurde von Negelein aufmerksam gemacht. —- Die eigent 
liche aktivierende Wirkung in der Hefe ist dem Mg wegen seines sehr vie! 
héheren Gehalts zuzuschreiben, obwohl das Mn rund fiinfmal wirksamer ist. 
Dies gilt allerdings nur bei ,,gleichmaBiger Verteilung’* von Mg und M: 





IL. 
lt 


han 


unc 
vefi 
den 


Zin! 
ohn 
Carl 


Tab 


: 
‘co oa 


Dom w 


werd 
zymi 
Aufk 
nach 
auch 
Indu 


gegel 


Untersuchungen iiber die Cocarboxylase. 207 


alkalischem Phosphat oder durch Dialyse wird das in der Hefe vor- 
handene Mg und Mn anscheinend nicht restlos entfernt. 

Die Wirkung von Mg und Mn ist additiv. In einem Versuch ohne 
und mit Zusatz von 1 y Mg, 1 y Mn und 1 y Mg + 1 y Mn wurden z. B. 
vefunden (Tabelle VIII) (Zahlen in emm CO, als Mehrbildung gegeniiber 
dem nur Cocarboxylase enthaltenden Ansatz): 


Tabelle VILL Additive Wirkung von Mg und Mn. 





Zusatz 47 Co-Carboxylase 30 Min. 40 Min. 60 Min. 


27 34 


5Y (é 


dt 107 
(berechnet 64) (berechnet 86) (berechnet 111) 


AuBer Mg und Mn wirkt noch Bor als Borat sehr schwach steigernd. 
Zink und Kupfer (gepriift als Sulfate) sind in Mengen von 1 bis 100 
ohne Wirkung, in den héheren Konzentrationen hemmen sie die 
Carboxylase vollstandig (vgl. Tabelle IX). 


Tabelle IX. Wirkung von Borat; hemmende Wirkung von Znund Cu. 
Die Hefe war ausgewaschen wie bei Tabelle VII und VIII. 


Ubliche Ansatze. 





Zusiitze 20 Min. 30 Min. 


4 


10 1d 

24 38 

28 36 

40 42 

: 52 64 
- 100 7 Mg 144 206 
30 7 Mn 199 275 
1007 Mg + 1007 B 134 193 
100 7 Mg + 100 y Zn 28 38 
100 y Mg + 100» Cu ) 0 


DSO WIC 


Mma 


h) Die Zuckergérung mit alkalisch ausgewaschener Hefe. 

Wird Hefe mit m 10 Na,HPO, ausgewaschen, so kann sie zur 
Zuckervergérung nur nach Zusatz der folgenden Substanzen aktiviert 
werden: Hexosediphosphat, Magnesium, Adenylpyrophosphat, Co- 
zymase und Cocarboxylase. Hefekochsaft (hergestellt durch kurzes 
Aufkochen von | Teil frischer Bierhefe mit 1 Teil Wasser) wirkt je 
nach dem Grad des Auswaschens geringer oder gar nicht, immer aber 
auch in Gegenwart von Hexosediphosphat und Mg mit einer langeren 
Induktionsperiode. Ein Versuch dieser Art ist in Tabelle X wieder- 


geveben. 





208 K. Lohmann u. Ph. Schuster: 


Tabelle X. Zuckervergéirung alkalisch ausgewaschener Hefe. 

Trockenhefe in ublicher Weise alkalisch ausgewaschen. Ansatz: 1,0 cern 

Hefesuspension + 0,7cem Zusatze. Zusitze: 10mg Glucose, 0,2 mg 

Hexosediphosphat-P,O;, 0,1 mg Mg als MgCl, 0,2mg Ap (Adenylpyro 

phosphat), 20 y Cozymase, 107 Cocarboxylase, 0,2 mg Acetaldehyd. 
(Zahlen in emm CO,.) 





Versuchsansitze ‘ eV inden 1 ie lee i eine 
Hefe + Glucose + Hexosediphosphat + Mg 30 Min. | 50 Min. | 75 Min. | 165 Min 


6 7 
et "20 
-+- Cozymase 0 10 
-+ Cocarboxylase 8 | 8 
-+- Cozymase +- Cocarboxvlase ........ Le) bs 15 
+ Ap + Cozymase + Cocarboxylase .. . 232 | 600 
+ Ap + Cozymase + Cocarboxylase 
+ Acetaldehyd is 833 | 546 |>1100 
+ 0,1 ecem Kochsaft yy Be a Se 36 
+03 ,, 26 | 33 | 380 
Die Wirkung steigender Mengen Cocarboxylase ist in der Tabelle XI 
wiedergegeben, und zwar in Gegenwart von Acetaldehyd. In dieser 
Tabelle finden sich weitere Belege dafiir, daB8 nicht nur die Cocarb- 
oxylase, sondern auch Adenylpyrophosphorséiure und auch Hexose- 
diphosphorsiure fiir die Zuckervergirung notwendig sind und da8 mit 
Acetaldehyd die Induktionsperiode verkiirzt wird. 
Es sei noch bemerkt, da8B bei niedrigeren Konzentrationen von 
Adenylpyrophosphorsaure (10 bis 50 y) die Garung oft nur bei gleich- 
zeitigem Zusatz von Acetaldehyd eintrat. 


Tabelle XI. Zuckervergairung alkalisch ausgewaschener Hefe. 
Versuchsansatz wie in Tabelle X. Abweichungen sind vermerkt. 








Versuchsansatz 30 | 60 90 
Hefe + Glucose + Hexosediphosphat + Mg Min. Min. | Min. 


+ Cozymase 
+ 9 + 10 y Cocarboxylase ............ 
9 -+- Ap. 
(ohne Hexosediphosphat) + Cozymase + 10 y Co- 
carboxylase + Ap. 38 
(ohne Hexosediphosphat) + Cozymase + 10 y Co- | 
carboxylase -++ Ap. + Acetaldehyd 21; 33 85 
+ Cozymase + 0,2mg Ap. i Acetaidehyd y 65 | 105 216 
+ ” 4 0,2 ” %° 
carboxylase 4 158 | 258 502 
+ Cozymase + 0,2 mg Ap. + Acetaldehyd + 3 y 
Cocarboxylase 120 312 | 520 | > 1000 
| -++ Cozymase + 0,2 mg Ap. + Acetaldehyd + 10 y 
Cocarboxvlase 98 490} 770; — 
+ Cozymase + 0,2mg Ap. + 10 y Cocarboxylase 385 | 655 > 1300 
” + 0 1 bed i 
+ Acetaldehyd p 515 | 800 | >1300 





85 
216 


502 


O00 


300 


800 
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i) Die Frage der Einheitlichkeit der Carboxylase. 

Albers und Schneider’ haben kurz mitgeteilt, daB es zwei Carboxylasen 
vabe, eine, die durch Cocarboxylase aktiviert wiirde und eine zweite, die 
durch Adenylsaéure aktiviert wiirde. Wir haben uns mit dieser Frage be- 
schaftigt auf Grund der Befunde, daB die py-Aktivitatskurven von alkalisch 
ausgewaschener Hefe einerseits und nicht oder sauer ausgewaschener Hefe 
andererseits so grundsatzlich verschieden sind (vgl. Abb. 6 und 7), und daB 
die carboxylatische Spaltung von sauer ausgewaschener Hefe weder durch 
Mg noch Mn irgendwie beeinfluBt wird. Es ist ferner auffallend, da® 
sauer ausgewaschene Hefe (im Gegensatz zu alkalisch gewaschener Hefe 
und Mazerationssaft) zugesetzte Cocarboxyiase zu dephosphorylieren, 
d. h. also unwirksam zu machen vermag. Diese Versuche, die aus auBeren 
Griinden noch nicht zu Ende gefiihrt werden konnten, lassen es nicht als aus- 
geschlossen erscheinen, daB es zwei Carboxylasen gibt, von denen die Carb- 
oxylase I (die in alkalisch ausgewaschener Hefe vorkommt) zu ihrer Wirkung 
sowohl der Cocarboxylase wie auch eines Mg- oder Mn-Salzes bedarf, waihrend 
die Carboxylase II beider Cofermente nicht bedarf und auBerdem die 
Kigenschaft besitzt, daB sie in schwach alkalischer Lésung leicht restlos 
zerstért wird, 

Wir suchten in den bisherigen Versuchen die Frage durch den Nachweis 
zu entscheiden, ob Cocarboxylase noch in sauer gewaschener Hefe vorkommt. 
Hierbei hat sich ergeben, daB Biertrockenhefe, die viermal je 10 Minuten 
bei 30° mit je der 50fachen Menge m/10 KH, PO, ausgewaschen war, noch 
Cocarboxylase enthalt, wahrend Hefe nach zweimaligem Waschen mit 
alkalischem Phosphat praktisch cocarboxylasefrei ist. Auch bei sehr 
haufigem saurem Waschen (10- bis 20mal) ist noch Cocarboxylase nach- 
weisbar, wenn man die Zerst6rung der Cocarboxylase bei der Herstellung 
des Kochsaftes dureh Zusatz von Alkohol verhindert. Die noch vorhandenen 
Mengen an Cocarboxylase sind aber sehr gering. 


Tabelle XII. 


Versuchsansatz A: 1,0 g Trockenhefe zweimal mit je 10,0 eem m/10 
Na,H PO, 10 Minuten bei 30° stehengelassen. Waschfliissigkeit scharf ab- 
zentrifugiert und mit 13,6 cem m/10 H, PO, auf px 6,2 gebracht = Lésung A. 
Heferiickstand in 20,0cem m/10 Phosphat py 6,2 suspendiert = Riick- 
stand A. 
Versuchsansatz B: 1,0 g Trockenhefe zweimal mit je 10,0 cem Phosphatpuffer 
pu 6,2 (aus 20,0 cem m/10 Na, HPO, + 13,6 cem m/10 H,PO,) 10 Minuten 
bei 30° extrahiert, abzentrifugiert, Waschfliissigkeit mit den restlichen 
13,6 cem Phosphatlésung vereinigt = Lésung B. Riickstand B hergestellt 
wie Riickstand A. 





Ferment 10 Min. | 20 Min. 30 Min. 


1,0 cem Lésung A 224 369 480 
0,25 ,, Riickstand A 166 260 293 
0,50 ,, a 303 457 526 
10 ,, Lésung B 122 214 255 
0,25 ,, Riickstand B 290 408 440 
0,50 ., * I 465 650 688 


lH. Albers u. A. Schneider, Naturwiss. 24, 794, 1936. 
Biochemische Zeitschrift Band 294. 
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Die im Verhiltnis zur frischen Hefe geringe Wirkung der alkalisc}, 
ausgewaschenen Hefe spricht dagegen nicht unbedingt gegen die Annahn\ 
nur einer einzigen Carboxylase, da beim Auswaschen mit Na,H PO, ein 
groBer Teil des Ferments in Lésung geht, dagegen weniger beim Auswaschen 
mit Phosphat vom pu 6,2 (und noch weniger beim Auswaschen mit KH, PO,). 
Kin diesbeziiglicher Versuch ist in Tabelle XII (S. 209) wiedergegeben. 

Zusatz von Cocarboxylase zu den Lésungen A und B hatte nur eine 
geringe steigernde Wirkung. 

Ferner wird Trockenhefe durch die Behandlung mit alkalisehem Phos 
phat nicht unerheblich geschadigt. Fiir diesen Versuch (Tabelle XIII) 
blieb A. 1,0g¢ Trockenhefe 20 Minuten mit 50cem m/10 Phosphatpuffer 
vom pu 6,2 bei 30° stehen und B. 1,0 g Trockenhefe mit 50cem m/10 
Na,HPO,, das nach dieser Zeit durch Saurezusatz auf pu 6,2 gebracht 
wurde. Untersucht wurde die Wirkung der Suspension. 


Tabelle XITI. 





Versuchsansatz 10 Min. 20 Min. 30 Min 


0,25cem A 176 258 298 
0,26 , A+ é 190 285 330 
0,25 , B 84 140 173 
0,25 , B + 3y Cocarboxylase 102 172 212 


j) Die Wirkung der Cocarboxylase als Vitamin B,. 

Auf Grund der chemischen Untersuchung der Cocarboxylase 
ist das Vitamin B, (Aneurin nach der Bezeichnung von Jansen) eine 
dephosphorylierte Cocarboxylase. Im Taubentest! ergaben unsere 
eigenen Versuche mit einmaliger subcutaner Injektion, daB die Wirkung 
der Cocarboxylase etwa ebenso schnell einsetzt wie beim Vitamin B, 
und daB die Cocarboxylase etwa doppelt so wirksam ist. Als tigliche 
Kinzeldosis fanden wir bei einmaliger subcutaner Injektion von 8 + 
in Ringer geléster Cocarboxylase-HCl die”folgenden Werte: 1,3, 1.2, 
3,0, 1,7, 1,2, 1,4, 2,0 y, das sind im Mittel 1,7 y Cocarboxylase-H (| 
Vom Elberfelder Laboratorium wurden uns die in Tabelle XIV wieder. 
gegebenen Angaben gemacht. Alle Zahlen beziehen sich auf die ein- 
malige Gabe von 10 y B,-Dihydrochlorid bzw. Cocarboxylase-Hydro- 
chlorid. Bemerkenswert ist, daB in diesen Versuchen das Eintreten 
der Heilung mit Cocarboxylase bei subcutaner Injektion wesentlich 
spater auftrat als mit Aneurin. 1,8 y Cocarboxylase entsprechen etwa 
1,3 Aneurin-Dihydrochlorid. 

Die Angabe in der vorlaiufigen Mitteilung?, da die Cocarboxylase 
im kurativen Taubentest weniger wirksam als das Vitamin B, wire. 


1 Diese Versuche wurden zum Teil in Heidelberg, in gréBerem MaBstal 
im Werk Elberfeld der I. G. ausgefiihrt. Wir danken Herrn Prof. Hérlein 
und Herrn Dr. Schulz fiir die Durchfiihrung. — * K. Lohmann u. Ph. Schuster, 
Naturwiss. 25, 26, 1937. 
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Tabelle XIV. 





Subcutan Peroral 
Cocarboxylase B, Cocarbox ylase 
Anzahl der Tauben ) 8 
Heilungsdauer in Tagen 3,2 5 3.4 6,1 
Kintreten der Heilung nach Stunden 1,—6 ‘ ) 2—16 2—20 
Kinzeldosis in y é 2,9 1,6 
beruhte auf einer anderen Injektionstechnik, wobei das Vitamin 
mehrmalig injiziert wurde. Die hierbei zur Verwendung kommenden 
gréBeren Dosen ergaben dann eine héhere Einzeldosis von etwa 8 y. 
Auch die Monophosphoverbindung ist als Vitamin wirksam. 


k) Priifung der Cocarboxylase im Catatorulintest. 

Nach Peters’ wird die Veratmung von Pyruvinat durch Gehirnbrei 
beriberikranker Tauben mit Vitamin B, stark gesteigert. Wir haben 
die Wirkung mit B, und Cocarboxylase an Gehirnschnitten vergleichend 
untersucht, und zwar mit Pyruvinat als Substrat in der von Peters 
angegebenen Phosphatlésung. Ein Versuch ist in Tabelle XV_ wieder- 
gegeben, wonach B, und Cocarboxylase dieselbe Wirkung entfalten. 

Im allgemeinen hat uns die Methode in unserer Ausfithrung nicht 
befriedigt, da wir in 4 von 6 Versuchen mit beiden Praparaten (die immer 
gleichzeitig gepriift wurden) nur kleine oder auch gar keine Ausschlige 
erhielten. 


Tabelle XV. Atmungssteigerung von Gehirnschnitten beriberi- 
kranker Tauben mit B, und Cocarboxylase. 





4 a Schnittgewicht Z 
Zusiitze, 5,0 mg Brenz- fmealees 10 20 30 40 50 «660 
traubensiure als Pyruvinat ae Min. Min. Min. Min. Min. Min. 


3,65 emmO, 2,6 5,5) 7,0 10,4 12,6 15,8 
Qo, 43° 4,5 3,8 4,3 4,1 4,3 
+ Aneurin 1,56 5,51 emm O, 11,0 20,0 28,9 36,4 44,8 54,8 
Qy, 11,9 10,9 10,5, 9,9 9,8'10,0 
+ Cacarboxylase 1,61 y 4,49 emmCO, 8,4 15,3 23,3 30,0 36.4 44,2 
Qo 11,2 10,4 10,4 10,0 9,7 9,9 

2 


Ll) Enzymatische Synthese der Cocarboxylase. 

Rudy und Kuhn? haben gefunden, da8 Lactoflavin durch Darm- 
schleimhaut zur  Lactoflavinphosphorsiure phosphoryliert — wird. 
Unsere Versuche, das Vitamin B, zur Cocarboxylase mit Gehirn- 
und Darmschleimhautbrei zu phosphorylieren, hatten grundsatzlich 


1 Vel. R. Passmore, R. A. Peters u. H. M. Sinclair, Biochem. J. 27, 
842, 1933. — ? H. Rudy u. R. Kuhn, Naturwiss. 23, 286, 1935 





212 K. Lohmann u. Ph. Schuster: 


dasselbe Ergebnis. Die Phosphorylierung (gemessen an der Cocar|, 
oxylasewirkung) war bei der bisher ausschlieBlich gepriiften alkalische 
Reaktion aber immer nur sehr gering. 

Fiir den in Tabelle XVI wiedergegebenen Versuch wurden 1,3 ¢ Gehir:, 
brei (Taube) in 1,0 cem Soda-Bicarbonatpuffer (aus 1 Teil m/20 Na,C © 
und 4 Teilen m/20 NaHCO,) und I eem m/3 Na,H PO, verschiedene Zeite:, 
bei 37° mit insgesamt 3 mg Aneurin inkubiert, der Brei mit HCl-Sublimat 
enteiweiBt und das entquecksilberte und neutralisierte Filtrat an alkaliscl, 
gewaschener Hefe gepriift. Zahlen in emm CQO, nach 60 Minuten. 


Tabelle XVI. Bildung von Cocarboxylase in Gehirnbrei 
(Versuch vom 8. Januar 1937). 





Inkubationszeit ; Mehr- 4 Inkubationszeit P Mehr- 
Min. gefunden bildung Nr. Min. gefunden hiiees 


0 63 . 30 109 46 
3 80 17 5 90 79 16 
10 124 


Gleichzeitiger Zusatz von-Aneurin, Adenylpyrophosphorsaure wid 
Kreatinphosphorsiure sowie Brenztraubensdurephosphorsaure lie cic 
Cocarboxylasewirkung gegeniiber alleinigem Zusatz von Aneurin noch 
ansteigen. In allen Versuchen betrug aber sowohl bei Gehirn wie bei 
Darmschleimhaut die Phosphorylierung nur einen kleinen Teil des 
zugesetzten Aneurins. Bemerkerswert ist, daB bei den in vitro-Ver- 
suchen der Synthese ein Abbau gegeniibersteht, wodurch der wirkliche 
Umfang der Synthese verdeckt wird. 


VI. Diskussion. 


Durch die Untersuchungen von Warburg und Christian, Theorell, 
Kuhn und Rudy ist fiir das Vitamin B, erwiesen, daB es seine maBgebliche 
Wirkung nur als Phosphorséureester zu entfalten vermag. Im Fall 
der Cocarboxylase finden wir etwas ahnliches, daB, ganz allgemein 
gesagt, eine organische P-freie Verbindung als Vitamin wirkt ; die spezifi- 
sche Fermentwirkung wird aber nur in phosphorylierter Form zusammen 
mit dem zugehGrigen Protein ausgeiibt, die in eindeutiger Weise an dem 
Vitaminbildner selbst nachgewiesen werden konnte. Das _ ,, Vitamin” 
ist fiir den Stoffwechsel der bildenden Zelle selbst notwendig und sein 
reichliches Vorkommen in der Hefe beruht also nicht auf einem itiber- 
triebenen Altruismus fiir den tierischen Stoffwechsel. 

Es ist bemerkenswert, daB in Bierhefe nach Uberschlagsrechnungen 
das Vitamin B, fast ausschlieBlich in der diphosphorylierten Form 
vorhanden ist und nur zu einem geringen Teil in der P-freien Form 
vorliegen kann, in der es von Windaus und Mitarbeitern! aus Bierhefe 


1 4, Windaus, R. Tschesche, H. Ruhkopf, F. Laqueur u. FP. Schulz, 
H. 204, 123, 1932. 
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isoliert wurde. Unsere Ausbeute an der doppelt so wirksamen Co- 
carboxylase ist etwa achtmal gréBer als an dem P-freien Aneurin. Da- 
vegen war in einer Reiskleie, die uns von Herrn Prof. Jansen in dankens- 
werter Weise zur Verfiigung gestellt wurde, nur eine verhaltnismabig 
veringe cocarboxylatische Wirkung festzustellen. Obwohl an diesem 
Reiskleiepraparat der Vitamingehalt nicht bestimmt wurde, darf an- 
genommen werden, daB in der Reiskleie im Gegensatz zur Bierhefe 
die Vitamin-B,-Wirkung im wesentlichen dem Aneurin zukommt, das 
hieraus als solches von Jansen und Donath erstmalig kristallisiert er- 
halten wurde. Dabei ist zu bedenken, daB im Gegensatz zu der lebenden 
Bierhefe die Reiskleie ein altes totes Zellmaterial darstellt, in dem zweifel- 
los zahlreiche autolytische Vorginge abgelaufen sind. Uber die ur- 
spriinglich vorliegende Verbindung kénnen daher nur besondere Versuche 
etwas aussagen. 


Die Versuche an Gehirnschnitten beriberikranker Tauben haben 
vezeigt, daB die Cocarboxylase ahnlich wie das Aneurin die Oxydation 
von Pyruvinat beschleunigt, und Versuche an Gehirnbrei, daB Aneurin 
in eine cocarboxylatisch wirksame Substanz iibergefiihrt, also offenbar 
diphosphoryliert wird. Wenn auch die enzymatische Synthese in den 
bisherigen Versuchen gering erscheint, so ist der wirkliche Umfang der 
Synthese durch den gleichzeitig erfolgenden Abbau verdeckt. Diese Er- 
gebnisse brauchen nicht zu besagen, daB der Abbau der Brenztrauben- 
siure im tierischen Gewebe durch dieselbe Carboxylase wie in der Hefe 
erfolgen muB. Wahrscheinlich findet eine andere Reaktion statt, denn 
tierisches Gewebe vermag Brenztraubenséure anaerob nur in sehr ge- 
ringem Umfange zu decarboxylieren, und Acetaldehyd steigert nicht die 
Atmung von Gehirnschnitten normaler oder beriberikranker Tauben. 
Bemerkenswert sind die inzwischen erschienenen Versuche von Lipmann', 
der fand, da die Atmung von alkalisch ausgewaschenem B. Delbriickii 
mit Pyruvinat als Substrat durch Cocarboxylase und noch mehr durch 
Cocarboxylase + Phosphoflavin gesteigert wird, wobei Essigsiure und 
CO, entstehen. Das Aneurin selbst war ohne Wirkung. 


Die Annahme liegt nahe, daB das Aneurinmolekiil ganz allgemein 
mit Brenztraubensaure eine Reaktion eingehen kann, wenn es durch 
Veresterung mit Phosphorsiure in besonderer Weise dazu _befahigt 
wird, im Sinne von Kuhn? mit einem ,,Protein‘ ein ,,Ferment™ zu 
bilden. Dieses Protein ist in verschiedenen Zellen verschieden: in Ver- 
bindung mit dem Diphospho-aneurin imponiert es in der Bierhefe vor- 
wiegend als reine Carboxylase, bei B. Delbriickii als Dehydrase der 
Brenztraubensiure unter gleichzeitiger CO,-Abspaltung. Uber die 


! F. Lipmann, Nature 140, 25, 1937. 2 R. Kuhn u. P. Boulanger, 
Bb. 69, 1557, 1936; R. Kuhn u. H. Rudy, B. 69, 2557, 1936. 
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Wirkungsart des Vitamins B, im tierischen Koérper kann bisher nur 
gesagt werden, da der Angriff mit gréBter Wahrscheinlichkeit an der 
Brenztraubensaure erfolgt. 


VII. Zusammenfassung. 

Aus dem Kochsaft von frischer Bierhefe wurde die Cocarboxylase 
als Hydrochlorid C,,H,,;0gN,P,SClI isoliert. Fiir die carboxylatische 
Wirkung alkalisch ausgewaschener Hefe ist neben Cocarboxylase 
noch ein Mg- oder Mn-Salz notwendig. Mn-Salze sind mengenmibiy 
etwa fiinfmal wirksamer als Mg-Salze. 

Nach der chemischen Untersuchung ist die Cocarboxylase der Diphos- 
phorsiéureester des Aneurins (Vitamin B,), und zwar der unsymmetrische 
Pyrophosphorsiureester. Nach Abspaltung einer Phosphorsaure (mittels 
fraktionierter Saurehydrolyse) wird das _ kristallisierte Hydrochlorid 
der Monophosphoverbindung erhalten, nach Abspaltung beider Phos. 
phorsiuremolekiile (enzymatisch) das Aneurin. Nur die Diphosplhi- 
verbindung ist als Cocarboxylase wirksam. 

In kurativem Taubentest wurde bei einmaliger Injektion oder 
peroraler Gabe als heilende Einzeldosis 1,7 y Cocarboxylase-H (| 
gefunden. 

Es wurde die Reaktionskinetik der carboxylatischen Spaltung 
in Abhangigkeit von der Substrat-, Cocarboxylase- und Mg-Konzen- 
tration untersucht, ferner die Abhangigkeit von der [H'] und der Acet- 
aldehydkonzentration. Bemerkenswert sind die abweichenden py-Akti- 
vitatskurven bei alkalisch (mit m/10 Na,HPO,) ausgewaschener Hefe 
einerseits und bei nicht oder sauer (mit m/10 KH, PO,) ausgewaschener 
Hefe andererseits. 

Die Zuckervergérung durch alkalisch ,ausgewaschene Hefe erfolzt 
-nur in Gegenwart von Hexosediphosphat, Adenylpyrophosphat, Co- 
zymase, Cocarboxylase und einem Mg-Salz. 
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Uber Schimmelpilzlipoide. 
II. Mitteilung: 
Die Zusammensetzung eines Aspergillus-niger-Fettes, 
Von 
Konrad Bernhauer und Grete Posselt. 
(Aus der biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 
deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 18. September 1937.) 


Wahrend die Zusammensetzung des Fettes einiger Aspergillus- 
und Penicillium-Arten bereits studiert worden ist, wurde gerade das 
Fett des Aspergillus niger, der fiir technische Pilzgérungen von grober 
Bedeutung ist, noch nicht eingehender untersucht. 

Lediglich Terroine, Bonnet, Kopp und Vechét' berichten, daB die Zu- 
sammensetzung des Fettes von Aspergillus niger verschieden ist, je nachdem, 
bei welcher Temperatur derselbe geziichtet wird. So fanden die genannten 
Autoren fiir das bei 17° gebildete Fett die Jodzahl 114, bei 35° 85. Zu ahn- 
lichen Ergebnissen gelangten Pearson und Raper?, und zwar fanden sie fiir 
Aspergillus-niger-Fett, das bei 18° gebildet war, die Jodzahl 149, bei 25° 
129 und bei 35° 95; fiir Rhizopus nigricans: bei 12° 88, bei 25° 78. Bei 
héherer Temperatur entstehen demnach durchweg mehr gesattigte Fett- 
siuren. Die Gesamtmenge an Fettsaéuren betrug bei Aspergillus niger 1,67 °,, 
des Trockengewichts (in 9 Tagen hei 35°), bei Rhizopus nigricans 3,32 °%, 
(in 10 Tagen bei 25°). 

Im folgenden wird iiber die Bestandteile des Fettes aus Asper- 
gillus-niger-Mycel, das aus einer technischen Citronensiuregdrung auf 
Melasse stammt, berichtet. Die nahere Untersuchung ergab dabei 
folgende Zusammensetzung des Fettes: 


Glycerin Ungesiattigte Fettsiuren 45,4°% 

Gesamtfettsauren 67,5% u.zw.: Olsiure 21,5% 

Gesattigte Fettsiuren .. 13,0°, g-Linolsiure .. 23,9°%, 

u.zw.: Palmitinséure. 7,1°%, Unverseifbares......... 12,0% 

Stearinsdure.. 0,9% u.zw.: Ergosterin .... 14% 
Lignocerinsaure 1,8°%, Sonst. Bestand- 

10,6% 


Wie bei anderen Schimmelpilzfetten und beim Hefefett iiberwiegen 
demnach auch hier die ungesiattigten Fettsiuren. Von Interesse ist, 
daB auch im Aspergillus-niger-Fett Lignocerinsiure auftritt, die auch 
im Fett anderer Schimmelpilze nachgewiesen werden konnte (Aspergillus 


! Bull. Soe. Chim. Biol. 9, 604, 1927. —- * Biochem. J. 21, 875, 1927. 
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svdowi!, Penicillium javanicum?), nicht aber im Hefefett? oder |) 
anderen Schimmelpilzfetten (wie beim Pen. aurantio-brunneum 4). Unt. 
den unverseifbaren Bestandteilen konnte nur Ergosterin identifizicr: 
werden; andere im Hefefett vorhandene Sterine > waren nicht auffindb:; 
Auch Squalen, das den Hauptbestandteil des Unverseifbaren im Hefefe; 
ausmacht ®, lieB sich im Aspergillus-Fett nicht nachweisen. 


Beschreibung der Versuche. 


Das zur Untersuchung verwendete Aspergillus-niger-Fett stammte aus 


Pilzdecken von einer technischen Citronenséuregérung auf Melasse und wa: 
durch Extraktion mittels Lésungsbenzin gewonnen worden; es wurden 
dabei 0,34°, an Fett, bezogen auf Trockenmycel, erhalten. Die Pilzdecke: 


waren vor der Extraktion mit Warmluft von 60° getrocknet worden, dic 


Extraktionstemperatur betrug 96° und beim Eindampfen der Lésung wu 
das Benzin bei maximal 110° abdestilliert ’. 

Physikalische und chemische Charakteristik des Fettes. Bei Zimme 
temperatur war das Fett inhomogen und bestand aus einem festen, hellere: 
Anteil, der sich am Boden des Gefa®es absetzte, und einem dunkelbraunen 
éligen Anteil. Das spezifische Gewicht war bei 28° 0,9346; die Erstarrungs 


temperatur lag bei —- 11 bis —- 12°. Beim langeren Aufbewahren im Vakuum 


iiber Schwefelsiure trat eine Gewichtsabnahme von 8,1°, ein. Fiir alle 
weiteren Untersuchungen wurde das urspriingliche Fett nach guter Homo 
genisierung verwendet. 

Die Bestimmung der Kernzahlen des Fettes erfolgte in iiblicher Weise *. 
Es wurden dabei folgende Werte’gefunden: 


Baurebehl sous ORS Polenske-Zahl... 
Verseifungszahl .-. 169,6 Glyceringehalt 
Esterzahl . vine ee Unverseifbares 
SS) SG CS GROMMET aa | Sterine ....... 
Reichert-Meifl-Zahl....... 0,99 


Die relativ hohe Saurezahl hangt wohl damit zusammen, daB das Fett 
langere Zeit lagerte, wobei wohl teilweise Verseifung eintrat; auch wahreni 
“der Gewinnung des Fettes mag eine teilweise Verseifung stattgefunden 
haben. Die Verseifungszahl ist von gleicher GréBenordnung wie bei anderen 
Pilz- cder Hefefetten, ebenso liegt die Jodzahl nicht héher als bei anderen 
Pilzfetten, sie ist aber niedriger als beim Hefefett (130,4)". Die Revehert- 


1 Strong u. Peterson, Amer. Soc. 56, 952, 1934. —— ? Wardu. Jamieson. 
ebenda 56, 973, 1934. — * Tdufel, Thaler u. Schreyegg, Zeitschr. f. Unters. 
d. Lebensm. 72, 394, 1936. — 4 Krocker, Strong u. Peterson, Amer. Soc. 
57, 354, 1935. — 5 Wieland und Mitarbeiter, A. 473, 300, 1929; 482, 35. 
1930; 489, 31, 1931; 529, 68, 1937; 530, 146, 1937. — ® Tdaufel, Thaler u. 
Schreyegg, Chem. Umschau 48, 26, 1936. 7 Wir verdanken das Fett den 
Montan- und Industrialwerken, vorm. J. D. Starck, Chemische Fabrik. 
Kasniau bei Pilsen. Herrn Dr.-Ing. F. Kanhduser danken wir auch hier 
fiir die freundliche Ubermittlung. — * Vgl. Griin, Analyse der Fette u. 
Wachse, Springer, Berlin 1925. — Siehe ferner: Einheitliche Untersuchuny-- 
methoden fiir die Fettindustrie, Stuttgart, Wissenschaftliche Verlag:- 
gesellschaft, 1930. — ® Nach Willstdtter u. Madinaveita, B. 45, 2825, 1912. 
— Nach der Digitoninmethode. — '! Vgl. Tdufel, Thaler u. Schreyeqy. 
Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 72, 394, 1936. 
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Uber Schimmelpilzlipoide. I. yi i 


Meifl-Zahl deutet auf nur geringe Mengen fliichtiger wasserléslicher Fett- 
sauren hin, die Polenske-Zahl auf relativ kleine Mengen fliichtiger, wasser- 
loslicher Fettsauren. 

Die Verseifung des Fettes und allgemeine Trennung der Bestandteile. 
Eine gréBere Menge des Fettes wurde in Portionen zu je 100g mit je 50g 
Kaliumhydroxyd, 200 cem Wasser und 800 cem Alkohol 3 Stunden unter 
RiickfluBkiihlung im Wasserbad verseift und der Alkohol dann abdestilliert. 
Die so erhaltenen Seifenlésungen wurden vereinigt, mit Wasser verdiinnt 
und solange mit Ather ausgeschiittelt, bis die Liebermann-Burchardtsche 
Sterinreaktion negativ ausfiel. Der nach dem Abdestillieren des Athers 
zuruckbleibende Anteil wurde nochmals verseift und ebenso aufgearbeitet. 
Auch bei rein wasserigen Verseifungen erwies sich eine Wiederholung der 
Operation als notwendig. Z. B. 200g Fett mit eimer Lésung von 100g 
KOH in insgesamt 1800 cem Wasser unter Turbinieren im siedenden Wasser- 
bad 3 Stunden lang erhitzt. 

Die schlieBlich resultierende atherische Lésung des Unverseifbaren 
wurde nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat vom Ather befreit, wobei eine 
iibelriechende zahschmierige Masse von dunkelbrauner Farbe zuriickblieb, 
die nur noch die Verseifungszahl 6 hatte und zur Gewinnung der Sterine 
verwendet wurde. 

Die von den unverseifbaren Bestandteilen befreite Seifenlésung wurde 
mit verdiinnter Schwefelsaure stark angesduert: die ausgeschiedenen Fett- 
siuren wurden in Ather aufgenommen, die atherische Lésung nach dem 
Trocknen iiber Natriumsulfat vom Ather befreit und der resultierende, 
halbfeste Riickstand der Gesamtfettsiuren weiter in seine Bestandteile 
zerlegt. 

Das nach dem Entfernen der Fettséuren erhaltene ,,Sauerwasser* 
wurde auf wasserlésliche Séuren und Glycerin untersucht. 

Tsolierung der wasserléslichen Sduren und des Glycerins. Das bei der 
Verseifung von 400 g¢ Fett erhaltene ,,Sauerwasser** wurde mit Kalilauge 
neutralisiert und zur Trockne verdampft. Bei der erschépfenden Extraktion 
des Riickstandes mit Alkohol gingen alkohollésliche Kaliumsalze und Glycerin 
in Lésung. Der alkoholische Extrakt wurde vom Lésungsmittel befreit, 
mit verdiinnter Schwefelséure in kleinem UberschuB8 versetzt und mit 
Ather ausgeschiittelt. Nach dem vorsichtigen Entfernen des Athers blieb 
eine braiunliche unangenehm sauer riechende Fliissigkeit zuriick (0,125 g); 
Saurezahl 423,5, Es diirfte sich demnach entweder um Oenanthsaure (Saure- 
zahl 431,2) oder um ein Gemisch von Capron- und Caprylsaéure handeln. 

Der nach dem Ausschiitteln mit Ather zuriickbleibende wiisserige 
Anteil wurde mit Bariumchlorid versetzt, das nach dem Entfernen des 
Bariumsulfats erhaltene Filtrat verdampft und der Riickstand mit Alkohol- 
Ather (1:1) extrahiert. Das Filtrat zu einem dicken Sirup verdaimpft, 
dieser in absolutem Alkohol aufgenommen und filtriert. Das Filtrat mit 
Tierkohle entfarbt, schlieBlich verdampft und langere Zeit im Vakuum iiber 
Atzkali stehengelassen. Es resultierten so 20g einer gelblichen sirupésen 
Fliissigkeit. Bei der Destillation im Vakuum wurden 8,3 Substanz zwischen 
125 bis 150° erhalten. 2g davon in Pyridin in iiblicher Weise benzoyliert, 
das Benzoylprodukt auf Ton getrocknet und aus Alkohol umkristallisiert. 
Schmelzp. 75°. Ein Mischungsschmelzpunkt mit Glycerintribenzoat vom 
Schmelzp. 76 bis 77° gab keine Depression. 

Allgemeine Trennung der Fettsduren nach Twitchell. Aus 200g Fett 
wurden 135 g rohe Fettsauren erhalten (= 67,5°,, des Fettes). Diese wurden 
in iiblicher Weise nach der Bleisalzmethede getrennt. Man erhielt so 50g 


14* 
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Rohprodukt an Bleisalzen, entsprechend 26g an rohen gesattigten Fy 
sauren (entsprechend 13°, des Fettes). Die rohen Bleiseifen wurden nav} 
der Reinigung, wobei sie in schénen weiBen Blattchen kristallisierten, 1) jt 
Salpeterséure umgesetzt und die freien Séuren in itiblicher Weise gewonnen. 
Die nach dem Abtrennen der unléslichen Bleisalze erhaltene alkoholisehe 
Lésung wurde vom Alkohol befreit, der Riickstand mit Salpetersaure 
zerlegt und die ungesditigten Fettséuren in Ather aufgenommen. [x 
resultierten nach dem Entfernen des Athers 90,8 g ungesattigter Fett. 
sduren, demnach 45,4°,, des Fettes. 

Trennung und Identifizierung der gesdttigten Fettsduren. Das Gemisch 
der gesattigten Fettsaéuren, das gemaéiB der Jodzahl frei von ungesattigten 
Anteilen war, wurde durch vierstiindiges Erhitzen mit absolutem Methanol] 
und etwas konzentrierter Schwefelséure unter RiickfluBkiihlung verestert, 
die Ester in Ather aufgenommen und mit Wasser siéurefrei gewaschen. Nach 
dem Trocknen iiber Natriumsulfat wurde der Ather entfernt und der Riick- 
stand im Vakuum fraktioniert destilliert. Aus einer Probe von 9 g Methy!- 
ester erhielt man nach zweimaliger Fraktionierung eine Anzahl von Frak- 
tionen, die jeweils verseift wurden (durch ein- bis zweistiindiges Erhitzen mit 
der zwei- bis dreifach aquivalenten Menge 3°, iger alkoholischer Kalilauge 
unter RiickfluBkiihhing, bis sich eine Probe in kaltem Wasser klar léste). Die 
durch Ansaéuern frei gemachten Séuren wurden jeweils gemaB dem Schmelz- 
punkt vereinigt, wobei drei Anteile erhalten wurden, und zwar: 

Kp.,, bis 188°, Schmelzpunkt der Saéure 60 bis 61° (Palmitinsaure), 
Kp.,, 188 bis 192°, Schmelzpunkt der Séure 57,5° (Zwischenfraktion), 
Kp.,, 192 bis 195°, Schmelzpunkt der Saéure 76° (Lignocerinséure). 

Identifizierung der Palmitinsdéure. Schmelzp. 60 bis 61°, nach wieder- 
holtem Umkristallisieren aus Alkohol. Mischungsschmelzpunkt unverandert. 

0,200 g Subst.: 8,2 cem n/10 OH’ (F. 0,980). 


C,,H.O,. Aquivalentgewicht ber.: 256,3, gef.: 249. 


p-Bromphenacylester der Palmitinsdure, in iiblicher Weise dargestellt. 
Schmelzp. 84 bis 86° (aus verdiinntem Alkohol), in Ubereinstimmung mit 
dem in der Literatur beschriebenen Produkt!. 


Palmitinséureamid. Aus dem Saurechforid mittels konzentriertem 
Ammoniak. Schmelzp. 103°, nach wiederholtem Umkristallisieren aus 
Alkohol*. 

3,715, 3,496 mg Subst.: 0,185, 0,173 eem N (22°, 727 mm). 

C,,.H,,0N (255,3). Ber.: N 5,49, gef.: N 5,51, 5,48. 

Die Sdure aus der Zwischenfraktion vom Schmelzp. 57 bis 58° erwies 
sich als ein Gemisch gleicher Teile Palmitinsaéure und Stearinsaure (,,Margarin- 
saure"*). 

0,200 g Subst.: 7,6cem n/10 OH’ (F. 0,980). 

C,,H,,0,. Aquivalentgewicht ber.: 270,3, gef.: 268,5. 

Identifizierung der Lignocerinsdure. Die Saure aus der héchsten Frak- 
tion hatte nach wiederholtem Umkristallisieren aus Alkohol den Schmelzp. 76°. 
Eine Erhéhung konnte trotz wiederholter Bemiihungen nicht erreicht werden. 


' Vel. Hann, Reid u. Jamieson, Amer. Soc. 52, 818, 1930; Moses u. 
Reid, ebenda 54, 2101, 1932. — ? Aschan, B. 31, 2346, 1898. 
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L.gnocerinséure schmilzt bei 84 bis 85°!. Eine Beimengung von Arachin- 
saure in unserem Produkt lieB sich nicht nachweisen. 
4,511, 4,098 mg Subst.: 12,93, 11,81 mg CO,, 5,81, 4,82 mg H,O. — 
0.1037 g Subst.: 2,9cem n/10 OH’ (F. 0,980). 
C',4H,4.0, (368,4). Ber.: C 78,23, H 13,04; Aquivalentgewicht: 368,4. 
Gef.: C 78,09, 78,60, H 13,07, 13,07; Aquivalentgewicht: 364. 
Der p-Bromphenacylester der Lignocerinséiure hatte den Schmelzp. 89 


2 


bis 90° (aus Alkohol), nach Literaturangabe 90 bis 91° 2. 

Trennung und Identifizierung der. ungesdttigten Fettsduren. Die wie oben 
beschrieben erhaltenen, dunkel gefarbten ungesattigten Fettsauren wurden 
mr Reinigung in die Methylester umgewandelt und diese im Vakuum 
destilliert (Kp.,4 185 bis 195°). Die Ester wurden dann verseift und die so 
gereinigten ungesattigten Fettséuren naher untersucht. 

Oxydation der ungesdttigten Fettsiuren (nach Hazura). Eine Probe der 
Fettsauren wurde mit verdiinnter alkalischer Kaliumpermanganatlésung 
oxydiert und die in iiblicher Weise gewonnenen Oxysauren durch Extraktion 
mit Chloroform getrennt*. Die dabei in Lésung gehende Saure erwies sich 
als Dioxystearinsiure vom Schmelzp. 130°, nach dem Umlésen aus Alkohol. 
In Mischung mit einem authentischen Préaparat trat keine Depression ein. 

3,890 mg Subst.: 9,77 mg CO,, 4,029mg H,O. — 0,0596 g Subst.: 
9,5 cem n/50 OH (F. 1,0). 

C,sH,,0, (316,3). Ber.: C 68,29, H 11,47; Aquivalentgewicht 316,3. 
Gef.: C 68,54, H 11,59; Aquivalentgewicht 313,0. 

Der in Chloroform unlésliche Anteil wurde des éfteren aus Alkohol 
unmkristallisiert (Schmelzp. 174°) und erwies sich als 9, 10, 12, 13-Tetra- 
oxystearinsaure. 

3,588 mg Subst.: 8,211 mg CO,, 3,440 mg H,O. —- 0,1489g Subst.: 
4,2 ecem n/10 OH’ (F. 1,0). 

C,H 3,0, (348,3). Ber.: C 62,02, H 10,42; Aquivalentgewicht 348,3. 
Gef.: C 62,41, H 10,72; Aquivalentgewicht 354,5. 


Die Abtrennung von Olséure aus dem Gemisch gelang auch iiber die 
Lithiumsalze. Die aus dem Lithiumsalz gewonnene Olsaéure gab bei der 
Oxydation mit Permanganat sofort reine Dioxystearinséure. Die in der 
Mutterlauge befindlichen Lithiumsalze gaben aber eine Mischung von 
Ol- und Linolsdéure wie die Oxydation zeigte. 

Bromierung der ungesdttigten Fettsiéuren. Eine Probe der Fettséuren 
gab bei der Bromierung keine atherunléslichen Bromide, was fiir die Ab- 
wesenheit héher ungesittigter Saéuren sprach. Bei der Behandlung der 
Bromide mit kaltem Petrolather ging die élige 9, 10-Dibromstearinsaure 
in Lésung, wahrend die 9, 10, 12, 13-Tetrabromstearinséure zuriickblieb. 
Nach dem Umlésen aus heigem Petrolather (60 bis 80°) zeigte sie den 
Schmelzp. 113°. Ihre Bildung ist demnach auf die urspriingliche Anwesen- 
heit von «-Linolsaure zuriickzufiihren. 


1 Francis, Piper u. Malkin, Proc. Roy. Soc. London (A) 128, 217, 
1930; Bleyberg u. Ulrich, B. 64, 2504, 1931. 2 Hann, Reid u. Jamieson, 
Amer. Soc. 52, 819, 1930. ——- % Vgl. Strong u. Peterson, Amer. Soc. 56, 
952, 1934. 
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3,901 mg Subst.: 5,230 mg CO,, 1,972 mg H,O. 67,2 mg Subs 
5,5cem n/50 OH’ (F. 1,0). 


C,,H,,0, Br, (600,0). Ber.: C 36,0, H 5,38; Aquivalentgewicht : 600, 
Gef.: C 36,6, H 5,65; Aquivalentgewicht : 610. 

Da keine anderen ungesiattigten Saéuren vorlagen, ergibt sich aus de) 
Jodzahl des Séuregemisches (138) ein Gehalt von 47,4°, Olsaéure und 
52,6°, Linolséure, demnach bezogen auf 100g Fett: 21,5°, Olsaéure wid 
23.9°,, x-Linolsaure. 

Unverseifbares. Bei der Verseifung von Ikg Aspergillus-niger-Fett 
wurden gegen 120g unverseifbare Produkte erhalten. Die dunkelbraune 
schmierige Masse wurde unter gelindem Erwiirmen in 150 cem_ Pyridin 
gelést und mit 20 cem Benzoylehlorid in tiblicher Weise benzoyliert. Das 
ausgeschiedene rohe Sterinbenzoat wurde mit Wasser, Alkohol und schliel- 
lich Essigester gewaschen, bis es fast wei’ war; es wurden so 13,5 g erhalten. 
Da durch fraktionierte Kristallisation kein einheitliches Produkt gewonnen 
werden konnte, und’ da nach dem Verhalten der einzelnen Fraktionen die 
Benzoylierung unvollstandig war, wurde das ganze Produkt nochmals 
benzoyliert. 

Ergosterinbenzoat. Das wiederholt aus Essigester umgeléste Produkt 
kristallisierte in weiBen Blaittchen vom Schmelzp. 161 bis 163°, ohne dat} 
eine weitere Erhéhung erzielbar war. (Ergosterinbenzoat schmilzt bei 
168 bis 170°4, doch wurde auch 163 bis 165° gefunden.) 


[xJ}}> - 64,339 (x 70’, 0,1102 g Subst. in Chloroform im 1-dm-Rohr), 


[x] 65° (2 16’, 0,0253 ¢ Subst. in Chloroform im 1-dm-Rohr). 


Fiir Ergosterinbenzoat betragt der Wert — 71°. 

Ergosterin. Durch Verseifung-aus dem Benzoat gewonnen, Schmelzp. 
158 bis 160° nach wiederholtem Umlésen aus Alkohol (Ergosterin schmilzt 
bei 161°). 

[a]'5 — 125,49 (2 - 118’, 0,095g Subst. in Chloroform im 1-dm-Rohr). 

Fir Ergosterin — 132°. 

Ergosterinacetat. Durch Acetylierung des erhaltenen Ergosterins mittels 
Essigsiureanhydrid. Schmelzp. 169 bis 171° nach dem Umkristallisieren 
aus Eisessig (Ergosterinacetat schmilzt bei L78 bis 181°). 
an - 939 (x = —- 89’, 0,0964 g Subst. in Chloroform im 1-dm-Rohr). 

Fiir Ergosterinacetat — 90°. 

Weitere Sterine konnten nicht nachgewiesen werden. 

Die Mikroanalysen wurden von den Herren Kurt Weigner und Erhardt 
Knappe durchgefiihrt. 


1 Wieland u. Asano, A, 4738, 300, 1929. 
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Fluoreszenzmessungen 
mit den Hilfsmitieln der Absolutkolorimetrie. 
I. Mitteilung: 
Kin Fluoreszenzphotometer zur Untersuchung des Reeheschen Phiinomens 
und ahnlicher Erscheinungen. 
Von 
A, Thiel. 
(Aus dem Physikalisch-chemischen Institut der Universitat Marburg.) 
(Eingegangen am 21, September 1937.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


1. Einleitune. 

DaB verschiedene Teile des menschlichen (und tierischen) Koérpers 
bei der Bestrahlung mit ultraviolettem Lichte fluoreszieren (besonders 
auffallig Haut, Nagel, Zahne), ist seit langem bekannt und wird gelegent- 
lich als diagnostisches Merkmal verwandt. Auch iiber die Fluoreszenz 
des Blutserums, des Harns und pathologischer Produkte (Exsudate) 
findet man verschiedentlich Mitteilungen mit Hinweisen auf die Még- 
lichkeit einer Verwertung zu diagnostischen Zwecken!. Aber erst 
0. Reche hat auf Grund der Beobachtungen, die er und seine Mitarbeiter 
machten, erkannt und nachdriicklich betont, daB eine messende Unter- 
suchung der Fluoreszenz des Blutserums notwendig ist, um etwa vor- 
handene Beziehungen zwischen Blutserum-Fluoreszenz und Koérper- 
beschaffenheit, physiologischen und pathologischen Zustanden, sowie 
gewissen Krankheiten, insbesondere auch ihrem Auftreten und Ab- 
klingen, aufzufinden und spater diagnostisch und klinisch zu verwerten. 
Reche ist daher als erster dazu iibergegangen, an die Stelle einer quali- 
tativen Beurteilung der Fluoreszenzfarbung, bei der nur nebenher 
die Helligkeit okular geschatzt wird, eine exakte quantitative Messung 
der Fluoreszenzhelligkeit in verschiedenen Spektralgebieten zu setzen. 
Er bediente sich dazu einer spektrographischen Methode, die zwar 
eine geniigend genaue Messung gestattet, aber wegen ihrer hohen Kosten, 
ihrer Unbequemlichkeit und Langsamkeit nicht geeignet ist, das zu 
einer Feststellung der vermuteten Zusammenhange erforderliche um- 
fangreiche Material an klinischen Beobachtungen zu beschaffen. So ist 
es wohl zu erklaren, daf die Beobachtungen? von Reche in biologisch- 


' Vel. S. Sterling-Okuniewski u. Z. Penska, C.r. Soc. Biol. Paris. 107, 
289, 1931. — * 0, Reche, Zeitschr. f. Rassenphysiologie 4, 97, 1931; O. Reche 
u. J. Schilling, ebenda 6, 170, 1933; W. Buchloh, ebenda 6, 166, 1933; siehe 
auch die Diskussion: O. Reche, Miinchn. Med. Wochenschr. 78, 1591, 
1931; H. Kammerer, ebenda 78, 1711, 1931; O. Reche, ebenda 78, 2051, 1931. 
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medizinisch interessierten Kreisen bisher nicht die Beachtung gefund:n 
haben, die sie verdienen, und daB die von Reche angeregte umfangreichere 
Priifung des Phainomens einer auffalligen Veranderlichkeit der Serum. 
fluoreszenz im Sinne einer Verschiebung des Helligkeitsmaximunis 
nach kiirzeren Wellenlaingen, oder allgemeiner des Auftretens bevorzugter 
Emissionsgebiete an anderen Stellen, als sie im normalen, gesunden 
Serum erkennbar sind, bisher unterblieben ist. 

Ich nenne die in Rede stehenden Erscheinungen in ihrer Gesamtheit 
das Rechesche Phinomen und méchte meine Mitteilungen als Anregung 
aufgefaBt wissen, vermuteten und jedenfalls an sich méglichen Zu- 
sammenhangen zwischen der spektralen Fluoreszenzhelligkeit beim 
Blutserum (oder Plasma) und besonderen physiologischen oder patho- 
logischen Zustinden des Kérpers nachzugehen. 


2. Besonderheiten des Reecheschen Phiainomens; Anforderungen an_ ein 
klinisch brauchbares Meverfahren. 


Die Helligkeit der Serumfluoreszenz ist im allgemeinen _ recht 
schwach. Zu ihrer Untersuchung, zumal bei spektraler Zerlegung des 
emittierten Lichtes, bedarf man daher eines sehr empfindlichen Ver- 
fahrens, und aus Griinden der Zeitersparnis eines solchen, bei dem die 
Ergebnisse sofort vorliegen, nicht erst in umstandlichem Auswertungs- 
verfahren gewonnen werden miissen. Steht nur eine kurze MebBzeit 


zur Verfiigung, so ist das normale Auge an Empfindlichkeit jedem anderen 
LichtmeBapparat iiberlegen; die dabei erzielbare Genauigkeit der 
Messung ist fiir alle praktischen Zwecke der vorliegenden Aufgabe 
als vollkommen ausreichend anzusehen. Ich habe mich daher fiir die 
subjektive (okulare) MeBmethode entschieden. 

Das Versuchsobjekt (Serum, Plasma oder andere Ko6rperfliissig- 
_keiten) wird in einem Kolorimeter-Mikrobecher seitlich mit ultraviolettem 
Lichte angestrahlt; das entstehende sichtbare Fluoreszenzlicht wird 
durch einen Tauchstab nach oben abgeleitet und dem Okularteil eines 
Kolorimeters zugefiihrt. Hier erfolgt auch die spektrale Zerlegung 
durch geeignete Spezialfilter. Da die Entfernung zwischen Entstehungs- 
ort des Fluoreszenzlichtes und Okular klein gehalten werden kann, 
wird nur wenig Licht durch Zerstreuung verloren, und man ist in der 
Lage, auch recht lichtschwache Phinomene, wie das nach Reche, zu 
untersuchen. Uber die Grundlagen des eigentlichen MeBverfahrens 
siehe den folgenden Abschnitt. 

Wesentlich ist, daB man nur kleine Mengen von Fliissigkeiten fiir 
die Untersuchung braucht: der Mikrobecher faBt bei 25 mm Tauch- 
tiefe rund 1 cem Fliissigkeit. Das ist fiir klinische Reihenversuche be- 
deutungsvoll, bei denen man den Patienten nur wenig Blut entnehmen 
méchte. 
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Die Wahl der verbreiteten Hanauer Héhensonne als Lichtquelle 
erleichtert die Anwendung, da diese Ultraviolettlampe ohnehin ein 
unentbehrliches klinisches Hilfsmittel ist. 


3. Beschreibung von Apparat und Methode. 


Das Fluoreszenzphotometer hat auBerlich die Gestalt eines ein- 
stufigen Kolorimeters. Der Beobachter blickt von hinten in das in den 
Prismenkopf (P in Abb. 1) eingeschobene Fernrohr (F), an dem sich eine 


Abb. 1. Fluoreszenzphotometer mit Lichtquelle. 


drehbare Scheibe (“) mit Farbfiltern — zur spektralen Zerlegung des 
Fluoreszenzlichtes — befindet. Die Fluoreszenzerregung erfolgt durch 
Bestrahlung von vorn mit Hilfe einer Héhensonne (L, Modell Hanau), 
vor deren Brenner (Type S 300) ein Schutzblech (B) mit einer Ultra- 
violettglasscheibe (100 x 100mm groB, 2mm dick) angebracht ist. 
Die erregende Strahlung durchsetzt zunachst eine mit destilliertem 
Wasser stets bis an den Rand gefiillt zu haltende Kiihlkiivette (K, Ley- 
boldsches GefaB mit den Innendimensionen 100 <x 100 « 30 mm), die 
auf einem unter die Bodenplatte des Stativs eingeschobenen Halter 
steht, und trifft dann Versuchsbecher und Standard. Das Auge des Beob- 
achters ist durch einen Augenschutz (A in Abb. 2) gegen Belastigung 
durch die erregende Strahlung gesichert. Der Standard ist das Ver- 
gleichsmaB, mit dessen Helligkeit die des Objektes bei der Messung 
verglichen wird. 

Versuchsbecher und Standard sind mittels Schwalbenschwanz- 
fihrungen auf der Bodenplatte des Stativs befestigt und durch eine 
Zwischenwand (die falsches Licht abhalt) voneinander getrennt. Der 
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Versuchsbecher ist ein Kolorimeter-Mikrobecher (fiir 1 com Fliissigk: it 
bestimmt), in den ein Mikrotauchstab, auBen gerauht und durch Ein. 
reiben mit Graphit gegeniiber seitlichem Licht undurchsichtig gemacht, 
eintaucht. Die Stabfassung laBt sich an einer Halterschiene mit Skala 
verschieben. Wenn das Stabende sich 25 mm iiber der Oberkante 
der (metallenen, also undurchsichtigen) Becherfassung befindet, schnappt 
eine federnde Arretierung ein. Die fluoreszierende Fliissigkeit laBt sich 
also in bequemer Weise stets in gleichbleibender Schichthéhe von 25 mm 
anwenden. Diese Schichthdhe wird 
bei der Untersuchung des Recheschen 
Phanomens als Normalschichthohe be- 
nutzt. 


Der Standard besteht aus zwei 
in einer rdhrenf6rmigen Fassung (mit 
seitlichem Schlitz) tibereinander an- 
geordneten Vollzylindern aus ver- 
schiedenfarbig fluoreszierenden Glisern. 
In die Fassung kommt zu_unterst 
eine Einlage aus Metallscheibchen 
(zur Regelung der Schichthéhe des 
unteren Glases), darauf ein gelber 

‘(gelbgriin fluoreszierender) und zu 
oberst ein farbloser (blau_ fluores- 
zierender) Glaszylinder. Bei dieser 
Anordnung geht das Fluoreszenzlicht 
des unteren Zylinders ungeschwiacht 
durch den oberen hindurch, wobei 
es sich mit dessen Fluoreszenzlicht 
mischt. Die Héhe der beiden Glas- 
zylinder ist so abgestimmt, daB ein 
griinlich-weiBes Mischlicht entsteht. Der Standard ist auf der Boden- 
platte etwas exzentrisch aufgestellt, so daB man in ihn von oben etwas 


,Abb. 2. Fluoreszenzphotometer, von vorn 
gesehen. 


vorwarts von der Achse (zwischen ihr und der von der Strahlung ge- 


troffenen Vorderseite des Zylinders) hineinblickt. Auf diese Weise 
erzielt man _ giinstigste Helligkeitsverhaltnisse. Fiir den Transport 


erhalt die Standardfassung eine Schraubkappe, die das Herausfallen 


der Zylinder aus der Fassung verhindert. 


Ware eine zur Mittellinie des Apparates vollkommene Symmetric 
der Beleuchtung gewahrleistet, so kinnte man den Standard unmittel- 
bar als Bezugssystem benutzen, in dessen Helligkeitseinheiten die 
Fluoreszenzhelligkeit des Versuchsobjektes ausgedriickt wiirde. Diese 
Voraussetzung ist aber nur unvollkommen erfiillt. Man muB daher 
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einen zweiten Standard, den sekunddren Standard (zum Unterschiede 
davon wird der oben beschriebene Standard der primdre genannt), 
benutzen, der im wesentlichen die gleichen Fluoreszenzeigenschaften 
besitzt wie der primaire Standard und an die gleiche Stelle gebracht wird, 
an der sich bei der Messung der Becher mit der Versuchslésung befindet ; 
er besitzt auch dieselbe Form wie das zu untersuchende Versuchs- 
objekt, d. h. er besteht aus einem mit einem fluoreszierenden Glassatze 
gefiillten Mikrobecher. Der Glassatz ist der gleiche wie im primaren 
Standard und unterscheidet sich von diesem nur dadurch, dab die 
Schichtdicken der Glaser um !/, verringert sind, so daB die Helligkeit 
eine Verminderung um rund 17 %, erfahren hat. Der Glassatz im sekun- 
daren Standard ist durch einen Gummistopfen im oberen Ende des 
Tauchbechers gegen Herausfallen beim Transport oder bei der Auf- 
bewahrung gesichert; beim Gebrauch wird der Sicherungsstopfen 
natiirlich entfernt. 

Die Fluoreszenzhelligkeit des sekundairen Standards ist nun die 
MaBeinheit, auf welche die Fluoreszenzhelligkeit der Versuchsobjekte 
bezogen wird. Es ist daher wesentlich, daB diese MaBeinheit ein fiir alle- 
mal einen unveranderlichen Wert darstellt. Die hierzu dienenden MaB- 
nahmen werden weiter unten besprochen. 

Zur quantitativen Bestimmung der Helligkeit eines Versuchsobjektes 
(und im Vorversuch auch der des sekundiren Standards), gemessen 
gegen den primaren Standard, dient die Einstellung der gréBeren 
Helligkeit des (primaren) Standards auf die geringere Helligkeit der 
Objekte auf der Versuchsseite. Hierzu benutzt man die Einschaltung 
von Graulésungsschichten, deren Dicke so abgestimmt wird, daB im 
Gesichtsfelde des Fernrohres beide Halften gleich hell erscheinen. 

Die Graulésung befindet sich in einer Schraubkiivette [in der Abb. 2 
links iiber dem (primaren) Standard zu sehen], die unter der den 
Prismenkopf tragenden Platte eingeschoben wird. Sie besteht aus 
einem Tauchstab, der in eine kleine Kiivette mit aufgeschmolzenem 
Boden eintaucht und durch eine Schraubspindel auf- und abbewegt 
werden kann. Die maximale Schichthéhe betragt 10mm. Ihr ent- 
sprechen auf der Teiltrommel 100 Teilstriche, deren jeder also 0,1 mm 
Hohendifferenz angibt. Ein Nonius dient zur Ablesung der Zehntel 
davon. 

Durch die Verwendung des sekundairen Standards wird die vom 
Lichtverlust durch Reflexion an den Flachen der Schraubkiivette 
herrithrende optische Unsymmetrie ausgeschaltet. 

Die in der Schraubkiivette benutzte Graulésung besitzt den Ex- 
tinktionsmodul m = 2,50, d.h. sie ist fiinffach so konzentriert wie die 
sonst zur Verwendung kommende Graulésung (m = 0,500). 10 mm 
davon bewirken also eine Lichtschwachung auf das 10~*°fache, d. h: 
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auf den Bruchteil 0,003. Wenn demnach die Helligkeit eines Objekt«s 
so gering ist, daB man iiber dem primaren Standard 10 mm Graulésuig 
mehr einschalten muB, als wenn sich auf der Versuchsseite der sekundare 
Standard befindet, so betragt die Helligkeit des Objektes nur 3/,o99 der 
Helligkeit des sekundaren Standards. Ich schlage vor, zur Vereinfachung 
der Bezeichnungsweise !/j 9) der Helligkeit des sekundaren Standards 
eine Glaseinheit zu nennen, so daB also im obigen Beispiel die Helligkeit 
des Objektes drei Glaseinheiten betragen wiirde. 

Zur Bequemlichkeit des Beobachters dient die folgende Tabell:, 
die eine Umrechnung von Schraubkiivettenteilstrichen (nebst geraden 
Zehntelteilen) auf Glaseinheiten gibt. Die Einrichtung der Tabelle 
bedarf wohl keiner weiteren Erlauterung. 


Die mit hufeisenférmigem Brenner ausgeriistete Héhensonne gibt, 
namentlich bei Verwendung des verstarkenden Keflektors, keine gleich- 
férmige Helligkeit im ganzen Strahlungsfelde, in dem sich Standard und 
Versuchsobjekt befinden. Insbesondere ist je nach der Reflektorstellung 
die Fluoreszenzhelligkeit unten und oben, rechts und links im allgemeinen 
merklich verschieden. Als Folge davon bemerkt man bei veranderter 
Reflektorstellung eine Verschiedenheit der Helligkeit und des Farbtones 
in den beiden Gesichtsfeldhalften, weil ja die beiden Glaskérper der Standards 
(wir nehmen an, da wir den sekundiren mit dem primaren vergleichen 
wollen) rechts und links in verschiedenem (und mit der Reflektorstellung 
wechselndem) Verhaltnis angeregt werden. Es ist daher erforderlich, eine 
Reflektorstellung auszusuchen, die einerseits giinstige Helligkeitsverhaltnisse 
auf der Versuchsseite ergibt, andérerseits aber auch fiir den sekundaren 
Standard eine spektrale Intensitatsverteilung, die ungefaihr der des primaren 
entspricht. Man erkennt letzteres daran, da8 man in verschiedenen Spektral- 
bereichen etwa die gleichen Schichthéhen Graulésung einschalten mui, 
um die Helligkeit des primaéren Standards auf die des sekundiren zu redu- 
zieren. 

Die auf diese Weise festgelegte Reflektorstellung mu fiir die ganze 
Serie von Reihenversuchen beibehalten werden. Auf ihr beruht die erzielte 
Konstanz der Helligkeit des sekundiéren Standards als Grundlage de: 
Helligkeitsmessungen an den Versuchslésungen. Andernfalls wiirde die 
, Glaseinheit** keinen definierten, konstanten Wert besitzen. Ist die Grund- 
stellung des Reflektors durch einen Zufall verlorengegangen, so kann man 
sie in der Weise reproduzieren, daB man auf der primaren Seite die Eich- 
werte der Graulésungsschichten einstellt und nun unter Benutzung des 
sekundiren Standards durch systematisches Probieren diejenige Reflektor- 
stellung aufsucht, bei der die alten Eichwerte fiir das System: sekundiire1 
Standard gegen primiren Standard in den verschiedenen Spektralbereichen 
wieder herauskommen. 

Einzelheiten betreffend die technische Handhabung der verschiedenen 
Gerateteile, die Aufstellung des Photometers und die Auswertung der 
Ablesungen sind in einer ausfiihrlichen Gebrauchsanweisung zu _ finden, 
die bei der Firma Ernst Leitz, Wetzlar erhaltlich ist (ebenso wie Arbeits- 
exemplare der Tabelle). 


4. Ausfiihrung der Messungen zur Untersuchung des Recheschen Phinomens. 


Die Messungen von Reche haben ergeben, daB das normale Blut- 
serum eine breite Emissionsbande mit einem Maximum in der Gegend 
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Tabelle zum Fluoreszenzphotometer mit Schraubkiivette 
fiir Graulésung (m = 2,5). 





0 2 4 6 8 | 
1000 | 989 | 977 | 966 | 955 | 5 

944 | 933 912 
891 | 881 861 
841 | 832 22 813 
794 | 785 767 
750 | 741 3: 725 
708 | 700 | 684 
668 661 646 
631 | 624 610 
596 | 589 575 
562 | 556 543 
531 | 625 513 
501 495 | 484 

468 | 457 

442 | 

417 

394 

372 

351 

331 

313 

295 

279 

263 

248 

234 

221 

209 

197 

186 

176 

166 

157 

148 

140 

132 29 | 85 | 

124 ee 86 

117 5 87 

111 10! 88 

105 ‘ 89 

99 90 


“93 | ek 91 
89 88 87 ) 85 | 92 
84 83 82 3 80 | 93 
79 79 78 76 | 94 
75 74 73 i 72 195 
71 70 69 68 68 | 96 
67 66 65 65 64 97 
63 62 62 61 60 | 98 
60 59 58 58 57 | 99 i { é F 
56 56 55 54 54 1100 3 
Die aufrechten Zahlen der Tabelle geben die Tausendstel’der Standardfluoreszenzhelligkeit 
an, die den Graulésungsschichtdicken in der Schraubkiivette zwischen 0,0 und 100,0 Zehntel- 
millimetern”(ein ganzer Teilstrich der Schraubkiivette = 0,1 mm) entsprechen, d. h. die Fluores- 
zenzhelligkeit des Objektes, ausgedriickt in Tausendsteln der Standardhelligkeit (Glaseinheiten). 
15* 
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von 450 my und eine schmilere, von der ersteren deutlich getrennte 
Bande mit einem Maximum bei etwa 550 my liefert. Pathologische 
Sera zeigten in besonderen Fallen eine zusammenhangende, sehr breite 
und kraftige Bande, die sich von etwa 480 bis etwa 410 mu erstreckt 
und ihr Helligkeitsmaximum bei rund 430 mu hat. Es wurde daher 
verabredet, zur Vergleichung von normalen mit pathologischen Seren 
die Fluoreszenzhelligkeit stets an drei Stellen des Spektrums zu_be- 
stimmen, und zwar mit Hilfe eines Violettfilters, das bei 418 muy sein 
Durchlassigkeitsmaximum (35%) besitzt und bei 450 mu nur noch 5°, 
durchlaBt, ferner eines Griinfilters mit einem Durchlassigkeitsmaximum 
von 50% bei 525 mu (bei 480 my zu 22%, bei 580 my zu 18% durch- 
lassig) und endlich eines Gelbfilters, das von 600 my aufwarts praktisch 
vollkommen durchlassig ist, bei 567 mu noch 50% und bei 550 mu 
noch 10 %, durchlaBt. Diese Filter sind als Fensterfiillungen in Offnungen 
der drehbaren Scheibe (S in Abb. 1) eingelassen und tragen die Bezeich- 
nungen Filter 1, 2 und 3. Eine vierte Offnung der Filterscheibe ist leer 
und gestattet die Beobachtung des unfiltrierten Fluoreszenzlichtes. 
Welches Filter eingeschaltet ist, erkennt man an dem Erscheinen der 
Filternummer (oder beim Fehlen eines Filters der Ziffer Null) in einem 
Ausschnitt der Scheibenfassung. 


Das Verfahren der Messung gestaltet sich nun folgendermaBen 
Man stellt zunichst bei angemessener Reflektorstellung, d.h. unter 
Anregungsbedingungen, bei denen der sekundare Standard in den ge- 
wahlten drei Spektralbereichen ungefahr den gleichen Bruchteil der 
Fluoreszenzhelligkeit des primaren Standards zeigt, die ,,Nullpunkts- 
werte‘ des sekunddren Standards fest, also die Graulésungsschichthéhen, 
die man auf der primaren Seite einschalten muB, um im Gesichtsfelde 
beiderseits gleiche Helligkeiten zu erhalten. Wir wollen annehmen, 
daB bei dieser ,,Eichmessung“ fiir Filter 1 (violett) 3,0, fiir Filter 2 
(griin) 2,6 und fiir Filter 3 (gelb) 3,4 Teilstriche an der Graulésungs- 
kiivette eingestellt werden miissen, um gleiche Helligkeit zu erhalten. 
Diese Nullpunktswerte sind bei allen nachfolgenden Messungen an Versuchs- 
objekten von den bei der Messung gegen den primaren Standard erhaltenen 
Werten abzuziehen, um die auf ,,Glaseinheiten‘’ umzurechnenden 
Helligkeitswerte der Objekte zu erhalten. Die folgenden Beispiele zeigen 
die Durchfiihrung dieses Verfahrens. 


Filter 1. 
Rohwert ..... pe 50,4 Teilstriche 
Nullpunktswert ..... 3,0 a 
Reinwert ........ : ee 


Glaseinheiten (gemaB Tabelle) 
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Filter 2. 
Rohwert .... 64,2 Teilstriche 
Nullpunktswert 2,6 a 
Reinwert 61,6 jm 
Glaseinheiten (gema8 Tabelle) .... 29 


Filter 3. 
Rohwert 13,6 Teilstriche 
Nullpunktswert 3,4 * 
Reinwert . aera 10,2 .” 
Glaseinheiten (gemaB Tabelle) .......... 556 


Die Nullpunktswerte sind taglich zu kontrollieren, um etwaige 
zufallige Verstellungen des Reflektors und daher drohende Fehler 
sofort zu erkennen. 


Vor Ausfiihrung der Messungen muf8B man der geziindeten Lampe 
etwa 10 Minuten Zeit lassen, bis annahernd konstante Helligkeit er- 
reicht ist. 


Bei der Untersuchung von Serum oder Plasma (beide sind verwend- 
bar, geben allerdings ein wenig verschiedene Werte, so daB8 man sich 
grundsatzlich fiir das eine oder das andere Praparat entscheiden muB) 
ist zu beachten, daB die Fliissigkeit nicht durch einen Gehalt an Hdamo- 
globin (von Hamolyse herriihrend) gefarbt sein darf. Eine solche Farbung, 
die bei unsachgemaBer Behandlung des Blutes beim Zentrifugieren ent- 
stehen kann, wirkt stark ungiinstig auf die Fluoreszenz: es erfolgt 
innere Absorption des Fluoreszenzlichtes. Andererseits entsteht leicht 
abnorm helle Fluoreszenz fremder Art, wenn die Priparate von Bakterien 
befallen werden. Man muB die Seren usw. also méglichst frisch ver- 
arbeiten und bei langerer Wartezeit (nicht itiber einige Stunden) in der 
Kalte aufbewahren. Die einzelne Messung dauert nur Bruchteile einer 
Minute, die Messung in allen drei Spektralbereichen laBt sich bei dem 
bequemen Verfahren des Filterwechsels in weniger als einer Minute 
ausfiihren, und wenn man zur Erhéhung der MeBgenauigkeit mehrere 
Einstellungen vornimmt, jedenfalls innerhalb weniger Minuten. Um 
mehrere Objekte in rascher Folge hintereinander durchmessen zu 
kénnen, bedient man sich der dem Photometer beigegebenen Vorrats- 
becher, die sich sehr bequem wechseln lassen. Der Tauchstab ist natiir- 
lich vor Verwendung jeder neuen Becherfiillung durch Abspiilen zu 
reinigen; ebenso miissen die Becher vor dem Einfiillen neuer Proben 
durch Ausspritzen gespiilt werden. Beim Einsenken des Tauchstabes 
halt man zweckmaBig den Becher schrag in der Hand, um zu verhiiten, 
daB sich unter dem Tauchstab eine Luftblase bildet. 
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Die Schraubkiivette wird zur Ablesung am besten herausgezoge, 
die Teilung mit einer schwachen Lupe betrachtet. Ihre Fiillung wird 
zweckmaBig taglich erneuert (unter Reinigung der Glasteile). 


5. Ausblick. 


Der Anwendungsbereich des vorstehend beschriebenen Verfahrens 
ist natiirlich nicht auf die Untersuchung des Recheschen Phainomens 
beschrankt. Die Methode empfiehlt sich vielmehr fiir das Studium auch 
anderer Fluoreszenzphanomene, namentlich solcher, bei denen es sich um 
vergleichsweise schwache Leuchterscheinungen handelt, die in spektra| 
zerlegtem Lichte untersucht werden sollen. Neben dem Mediziner 
und Biologen wird auch der Chemiker und der Physiker mit Nutzen 
von diesem bequemen und rasch arbeitenden Verfahren Gebrauch 
machen kénnen!, 

Fiir die Zwecke des Mediziners erscheint die benétigte Menge von 
1 cem Versuchsfliissigkeit vielleicht in manchen Fallen noch zu gro’. 
Es ist daher beabsichtigt, eine Modifikation des Verfahrens auszubilden, 
die wesentlich kleinere Volumina, etwa von der GréBenordnung eines 
Tropfens, erfordert. Uber die Ergebnisse dieser Versuche hoffe ich in 
nicht zu ferner Zeit berichten zu kénnen. 

Uber die vorlaufigen Erfahrungen mit der MeSmethode bei der Unter- 
suchung von Blutserum usw. erteilt der Direktor des Medizinisch-Poli- 


klinischen Instituts der Universitat Leipzig, Herr Professor Dr. Schoen 
Auskunft. 


Dem Herrn Reichs- und Preupischen Minister fiir Wissenschaft, Er- 
ziehung und Volksbildung sage ich fiir die freundlichst gewahrte Férderung 
meiner Arbeiten, die es mir erméglichte, in persénlichem Gedankenaus- 
tausch mit interessierten Kollegen, insbesondere mit dem Entdecker des 
Recheschen Phiainomens selbst, die fiir die praktische Arbeit zweckmaBigste 
_Form der Methode festzulegen, meinen ehrerbietigen Dank. 

Bei der technischen Durchbildung des Photometers wurde mir die 
Hilfe des Universitdtsbundes Marburg zuteil, fiir die ich auch an dieser Stelle 
herzlich danke. Ohne diese groBziigige Unterstiitzung ware die Durchfiihrung 
der umfangreichen und verwickelten Kleinarbeit nicht méglich gewesen. 


1 Je nach der Art der zu untersuchenden Fluoreszenz wird die Ver- 
wendung anderer, spezieller Standards nétig werden. Ich gedenke in Kiirze 
iiber die quantitative Bestimmung des Harnporphyrins mit Hilfe eines 
solechen Standards zu berichten. 
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Die Triibungsinderungen verdiinnter Eiweiblésungen 
durch Neutralsalze. 
Von 
Adolf Schmitz. ’ 
(Aus der Biologischen Abteilung des Reichsgesundheitsamtes, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 23, September 1937.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In friitheren Mitteilungen! haben wir iiber eine nephelometrische 
Methode berichtet, die es gestattet, die in einer Lésung vorhandenen 
Proteintypen, sofern sie sich durch ihre Aussalzbarkeit unterscheiden, 
zu bestimmen. Die Analyse wird so durchgefiihrt, daB die zu unter- 
suchende neutrale EiweiBlésung bei gleichbleibendem Volumen mit 
steigenden Mengen Ammonsulfat versetzt und die dadurch entstehende 
Triibung mit dem Zeissschen Stufenphotometer gemessen wird. Das 
Ergebnis dieser Messungen wird graphisch dargestellt, als Abszisse 
die Ammonsulfatkonzentration und als Ordinate die dazugehérige 
Triibung aufgetragen. Der Verlauf dieser Kurve zeigt zwei fiir jede 
EiweiBart charakteristische Wendepunkte. Der erste zu erwartende 
Wendepunkt ist der Anstieg der Triibung im Aussalzungsbereich des 
EiweiBes. Nachdem der Anstieg der Kurve ein Maximum erreicht hat, 
das der EiweifSkonzentration der Lésung entspricht und derjenigen 
Ammonsulfatkonzentration, iiber die hinaus keine weitere Aussalzung 
mehr stattfindet, ware zu erwarten, daB eine weitere Veranderung der 
Triibung nicht mehr eintritt und die Kurve parallel der Abszisse verlauft. 
Das ist aber nicht der Fall. Es tritt der zweite Wendepunkt ein, die 
Triibung fallt, nachdem sie das Maximum erreicht hat, wieder ab. 
Diesen beiden Erscheinungen gelten unsere folgenden Untersuchungen. 

Wie die lebhafte Diskussion iiber die Nephelometrie von Eiweif- 
lésungen? zeigt, herrscht iiber die Brauchbarkeit von nephelometrischen 
Messungen fiir quantitative EiweiBbestimmungen keine Einmiitigkeit. 
Der Grund dafiir ist vor allem darin zu suchen, daB die Triibung von einer 
Reihe von Faktoren abhangig ist, die nicht fiir jede EiweiBart identisch 
sein kénnen. Nach dem Rayleigh schen Gesetz ist die 7'yndall-Intensitat : 
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1 A. Schmitz u. F. Wulkow, diese Zeitschr. 245, 408, 1932; A. Schmitz, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 221, 197, 1933. — *# C. Lange, Kolloidzeitschr. 
68, 69, 1934; A. Schmitz, diese Zeitschr. 278, 132, 1934; K. Plétner, 
ebenda 286, 128, 1936. 
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Durch unsere Versuchsanordnung kénnen die Werte fiir A =. Amplitude 
des auffallenden Lichtes, 2 — Wellenlinge, 2 = Abstand vom betrach- 
teten Teilchen und « = Betrachtungswinkel konstant gehalten werden. 
Variabel sind also die Teilchenzahl n, das Volumen der Teilchen |’, 
der Brechungskoeffizient der dispersen Phase r, und infolge des steigenden 
Salzgehaltes der Brechungskoeffizient des Dispersionsmittels r. Halten 
wir in unseren Untersuchungen die EiweiBkonzentration der Lésung 
so niedrig, daB es nicht zu einer Aussalzung oder gar Ausflockung kommt, 
dann ist die Triibung durch die GréBe dieser Werte bestimmt!. 

Wie wir schon sagten, liegt der Anstieg der Triibungskurve in 
demjenigen Bereich der Salzkonzentration, in dem es bei stirkeren 
EiweiBlésungen zur Aussalzung kommt, so daB anzunehmen ist, dal 
Anstieg der Triibung und Aussalzung auf die gleiche Veranderung des 
gelésten EiweiBteilchens zuriickzufiihren sind. Nach der alten //o/- 
meisterschen Anschauung, die auch durch die Aussalzungstheorie von 
Debye in gewissem Sinne bestatigt wird, kommt die Aussalzung der 
Eiwei8k6rper durch die wasserentziehende Wirkung der Salze zustande 
(vgl. Pauli und Valko*). Diese Dehydratation wiirde aber vor allen 
Dingen eine Anderung des Brechungskoeffizienten des Eiweibteilchens 
zur Folge haben, wihrend weder ein Wachsen der Teilchenzahl noch eine 
VolumenvergréBerung der vorhandenen Teilchen vorstellbar sind. 
Im Gegenteil ist eher an eine Verminderung der Teilchenzahl durch 
Aggregation zu denken, wodurch dann Teilchen mit gré8erem Volumen 
entstehen. Da die Triibung mit dem Quadrat des Teilchenvolumens an- 
wachst, kénnte also selbst eine Verminderung der Teilchenzahl zu einer 
Vergr6Berung der Triibung fiihren. 

Der Abjfall der Triibungskurve beginnt erst, wenn der Aussalzungs- 
bereich iiberschritten ist, d.h. wenn die Dehydration und damit 1, 
_ihr Maximum erreicht haben. Dann kann also die weiterhin zu beob- 
achtende Anderung der Triibung einerseits durch Veranderungen der 
beiden GréBen n und V zustande kommen, andererseits durch den 
infolge der sehr stark werdenden Salzkonzentration stattfindenden 
Anstieg des Brechungskoeffizienten des Dispersionsmittels, wodurch 
wieder ein Angleich der Brechungskoeffizienten von disperser Phase 
und Dispersionsmittel und damit eine Verminderung der Triibung 
eintreten wiirde. 

Die Verhaltnisse sind demnach so kompliziert, daB eine einfache 
Erklarung fiir die beobachtbaren Triibungsinderungen kaum méglich 
erscheint. Wir wollen uns deshalb mit der bloBen Feststellung der Tat- 


1 In einer der friiheren Mitteilungen (Schmitz u. Wulkow) war die 
Veranderlichkeit von r, und r nicht mit in Rechnung gezogen worden. 


— * Pauli u. Valko, Kolloidchemie d. Eiwei®kérper, 2. Aufl. 1933. 
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sachen begniigen; auf ihre theoretische Deutung einzugehen, mub 
spateren Untersuchungen iiberlassen bleiben. 

Wahrend wir bisher nur den Einflu8 von Ammonsulfat auf die 
Triibungen von EiweiBlésungen untersuchten, haben wir jetzt unsere 
Versuche auf andere Neutralsalze ausgedehnt. Zu simtlichen Versuchen 
wurde eine Pferdefibrinogenlésung verwandt, da gerade Fibrinogen 
sich als besonders geeignet erwiesen hat. Es laBt sich leicht in einer 
Form gewinnen, die véllig frei von anderen Proteintypen zu sein scheint 
und gegeniiber Ammonsulfat das Verhalten eines durchaus einheitlichen 
EiweiBes zeigt. Die benutzte Lésung hatte einen Fibrinogengehalt 
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Molaritat der Solzlosungen 
Abb. 1. 


von 0,006 g-°%. Diese Konzentration ist so gering, da8 auch die maximal 
erzielten Triibungen mit bloBem Auge kaum sichtbar sind. Im Stufen- 
photometer von Zeiss besitzen wir ein Instrument, das es erméglicht, 
Triibungen dieser GréBe exakt zu messen. 

Es wurde die Wirkung folgender Salze bestimmt: Ammoniumsulfat, 
Magnesiumsulfat, Natriumchlorid, Natriumnitrat und Natriumcitrat. 
Wir verfiigen damit iiber Untersuchungen mit ein- und zweiwertigen 
Kationen und mit ein-, zwei- und dreiwertigen Anionen. Abb. 1 gibt 
das Ergebnis der Messungen wieder. 

Wie zu erwarten ist, ordnet sich die Lage der verschiedenen 
Triibungskurven nach der Hofmeisterschen Reihe. Am friihesten tritt 
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die Triibungswirkung von Natriumcitrat und Natriumsulfat ein, es 
folgen Ammonium- und Magnesiumsulfat, in weiterem Abstand Natrium 
chlorid und schlieBlich Natriumnitrat. Mit einer Ausnahme, der des 
Natriumsulfats, zeigen alle Kurven Anstieg und Abfall. Im Falle des 
Natriumsulfats allein erreicht die Kurve ihr Maximum erst nahe der 
Sattigung der Lésung mit diesem Salz. Die am starksten ins Auge 
fallende Erscheinung des Bildes ist die tiberragende Héhe der Ammon- 
sulfatkurve. Wahrend die Maxima der iibrigen in nahezu gleicher 
Héhe — Natriumcitrat etwas geringer! — liegen, steigt die Ammon- 
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Abb. 2. Die Kurven von NaCl und NaNO, sind zwecks kiarerer Darstellung in doppelt so 
groBem Ma8stab gezeichnet wie die iibrigen Kurven, 


sulfatkurve fast doppelt so hoch an. Das Maximum der Triibung ist 
also nicht nur abhangig von der EiweiSkonzentration — alle Lésungen 
haben denselben Eiwei8gehalt —, sondern auch von der Art des Salzes, 
mit dem die Triibung hervorgerufen wird. 

Der Anstieg der Triibung zeigt, besonders bei den Salzen, die erst in 
héheren Konzentrationen triibend wirken, einen S-férmigen Verlauf. 
Eine solche S-formige Kurve wiirde fiir i in der Rayleighschen Forme! 
durch Anderung der GréSenordnung von r, zustande kommen. 


Wird der Abfall der Kurven logarithmisch dargestellt, wie es in 
Abb. 2 geschehen ist, so erhalten wir bei allen untersuchten Salzen 
Geradlinigkeit. ‘ 

Danach kénnen wir fiir den abfallenden Teil der Kurve die Trii- 
bung J und die Molaritaét der Lésungen m zueinander in folgende Be- 


ziehung setzen: ‘y\n 
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worin k und n zwei vom Salz abhangige Konstanten sind. Von diesen 
kennzeichnet die Konstante & die Stellung des Salzes in der Hofmeister- 
schen Reihe; sie ist um so gréBer, je héhere Molaritat fiir die Ent- 
stehung der Triibung notwendig ist. Fiir die Konstante n haben wir 
aus unseren Messungen folgende Werte berechnet : 

Magnesiumsulfat ........ 2,17 

Ammoniumsulfat ........ 2,04 

Natriumcitrat ........... 1,51 

Natriumchlorid,...... 1,00 

Natriumnitrat .... 


Ks ist auffallend, daB n fiir das zweiwertige SO,-Ion annahernd 2, 
fiir die einwertigen Anionen 1, fiir das dreiwertige Citration 1,5 ist. 


Versuchsteil. 
1. Darstellung von Fibrinogen. 


Nach dem frither' beschriebenen Verfahren wurde Fibrinogen aus 
Pferde-Oxalatplasma durch Verdiinnen mit destilliertem Wasser und Zusatz 
von Essigséure abgeschieden und durch Fraktionierung mit Ammonsulfat 
gereinigt. Nach der sechsten Umfiallung wurde der schneeweiBe Nieder- 
schlag in physiologischer Kochsalzlésung gelést und bis zur Sulfatfreiheit 
gegen physiologische Kochsalzlésung dialysiert. Fiir die Messungen wurde 
die neutral reagierende Lésung bis auf einen Fibrinogengehalt von 0,06 °, 
verdiinnt. 

2. Technik der Triibungsmessungen. 


Kiirzlich berichteten R. Bierich und Mitarbeiter?, daB es ihnen 
nicht gelungen sei, reproduzierbare Werte bei der nephelometrischen 
Messung nach der Methode von Schmitz und Wulkow zu erhalten. Nach 
unseren Erfahrungen lassen sich Messungen, die unter Beachtung der 
im folgenden beschriebenen Fehlerquellen ausgefiihrt sind, mit gréBter 
Genauigkeit reproduzieren. Wir fiihren die Bestimmung folgender- 
maBen durch: 


In eine Réhrchenreihe wird je 1 ecm der EiweiBlésung gegeben. Je 
nachdem welche Salzkonzentrationen wir anwenden wollen, kommen hierzu 
zunachst fallende Mengen destillierten Wassers, z. B. 8, 7, 6, 5, 4 cem usw. 
Fiillen wir jetzt die Réhrchen mit steigenden Mengen gesattigter Salzlésung 
auf 10 cem auf, das sind in diesem Beispiel 1, 2, 3, 4, 5cem usw, dann er- 
halten wir Lésungen von je 10 ccm, die mit dem betreffenden Salz 10,20, 
30, 40, 50° ig usw. gesattigt sind. Die Lésungen werden in vorsichtiger 
Weise durchgemischt unter peinlichster Vermeidung von Schaumbildung 
und nach einhalb- bis einstiindigem Stehen — erst dann hat die anfangs 
noch anwachsende Triibung einen konstant bleibenden Wert erreicht — 
in den Spezialbecherglisern von Zeif (Innendurchmesser 26 mm) mit dem 


1 A. Schmitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 222, 155, 1933. — ? R. Bierich, 
A, Lang u. A. Rosenbohm, diese Zeitschr. 284, 329, 1936. 
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Stufenphotometer unter Vorschaltung von Filter L 2 gemessen. Vor de: 
Messung ist mittels der Vorschlaglupe des Apparates festzustellen, das} 
keine Luftblasen, Fasern usw. in der Lésung schwimmen oder an der Glas- 
wand sitzen, da dadurch besonders in niedrigen MeBbereichen eine genaue 
Messung unmdglich wird. In den meisten Fallen verschwinden die Blaschen 
nach einigem Stehen aus dem Gesichtsfeld. Stets wird aus vier oder fiinf 
Ablesungen der Durchschnittswert berechnet. Die Fehlerbreite der Messungen 
betragt nicht mehr als 1°, des Ablesungswertes. 


3. Messungen. 

In allen Lésungen betrigt die EiweiBkonzentration 0,006 %, da hier- 
durch die Salzlésung auf das Zehnfache verdiinnt wird. In den folgenden 
Tabellen ist die Molaritat der Salzlésungen m und die gefundene Trii- 
bung J in den Ablesungswerten angegeben. Ferner ist aus den Werten 
fiir log m und log J.der Exponent » nach der Formel: 

log J max ee log J see Dogs 


logm —logMmax  Diog m 
berechnet. 
Tabelle I. Ammoniumsulfat. 





log m log J Diog m Diog J 


0,05 
0,10 
0,15 
0,19 
0,2: 0,50 
0,27 0,55 
0,30 0,57 
0,33 0,67 
0,36 0,70 
0,38 0,77 
0,41 0,77 


Durchschnittswert | 2,04 


Tabelle II. Natriumsulfat. 





J J 


0,306 | 0,561 51 
0,357 0,612 
0,408 2 0,663 
0,459 0,714 66 
0,510 0,768 
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Tabelle III. Magnesiumsulfat. 





log m log J Diog m Dog J 


84 

84 0,212 1,924 

78 0,227 | 1,892 0,015 0,032 
71 0,245 | 1,851 0,033 0,073 
65 0,260 | 1,812 0,048 0,112 
63 0,276 | 1,799 0,064 0,125 
53,5 0,290 | 41,728 0,078 0,196 
53 0,305 | 1,724 0,093 0,200 
48 0,318 | 1,681 0,106 0,243 
45 0,344 | 1,653 0,132 0,271 
42 0,369 1,623 0,157 0,301 


Durchschnittswert ew 
Tabelle IV. Natriumchlorid. 





log m 


log J Diog m | Diog J 


0,545 1,949 

0,561 1,939 0,016 0,010 0,63 
0,577 1,903 0,032 0,046 1,44 
0,592 1,892 0,047 0,057 1,21 
0,607 1,875 | 0,062 0,074 1,19 
0,621 1,875 | 0,076 0,074 0,97 
0,635 1,857 0,090 0,092 1,02 
0,648 1,851 0,103 0,098 0,95 
0,661 1,851 0,116 0,098 0,84 
0,674 1,832 0,129 0,117 0,90 
0,687 1,826 0,142 0,123 0,87 


Durchschnittswert | 1,00 
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Tabelle V. Natriumnitrat. 





log m log J | Diog m Diog J 


0,795 1,944 

0,803 1,934 0,010 0,010 
0,816 1,924 0,021 0,020 
0,821 1,924 0,026 0,020 
0,826 1,913 0,031 0,031 
0,836 1,908 0,041 0,036 
0,846 1,897 0,051 0,047 

| 


Durchschnittswert | 


Tabelle VI. Natriumcitrat. 





D log m 


m J log m log J 


0,21 0 

0,28 6 

0,35 27 

0,42 4] 

0,49 55 

0,56 68 

0,63 69 0,799—1 

0,70 57 0,845 —1 756 0,046 0,082 1,78 
0,77 49 0,886 —1 65 0,087 0,148 1,71 
0,84 48 0,924—1 75 0,125 0,166 1,32 
0,91 38 0,959 —1 57! “0,160 0,259 1,61 
1,05 30 0,021 0,222 0,361 1,62 
1,12 30 0,049 : 0,250 0,351 1,44 
1,19 30 0,075 0,276 0,361 1,30 
1,26 28 0,100 0,301 0,391 1,30 


Durchschnittswert | 1,51 
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Die optische Bestimmung des Blutfarbstoffs als Oxyhimoglobin, 
Hamoglobin und Himatin und die Zuverlissigkeit der Ergebnisse. 
Von 
Georg Barkan. 

Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Tartu (Dorpat), 
Estland. | 
(Eingegangen am 20. September 1937.) 


Im AnschluB an die friiheren Untersuchungen (1) (2) iiber den 
Farbwert saurer Hamatinlésungen wurden einige Fragen weiter be- 
arbeitet. Sie beziehen sich teilweise auf die praktische Handhabung 
der Blutfarbstoffbestimmung nach verschiedenen Verfahren. Die hier 
angewandten Methoden waren 


1. die kolorimetrische Bestimmung als salzsaures Hamatin [Zeiss- 
Ikon-Hamometer (3)]; 


. die photometrische Bestimmung im Pulfrich-Photometer als 
Oxyhaimoglobin mit monochromatischem Quecksilberlicht im 
Bereich der griinen und gelben Hg-Linie [nach Heilmeyer und 
Sundermann (4)]; 


. die photometrische Bestimmung im Pulfrich-Photometer als 
reduziertes Himoglobin mit dem Spektralfilter S57 [nach 
Heilmeyer (5)}. 


Mit diesen drei Methoden wurden an vier verschiedenen Blutarten 
(Mensch, Kaninchen, Pferd und Meerschweinchen) Blutfarbstoff- 
bestimmungen vorgenommen. 


I. Ergebnis der Himoglobinbestimmungen. 


Benutzt wurde ausschlieBlich durch einen kleinen Zusatz von 
Liquoid ,,Roche*‘ ungerinnbar gemachtes Blut. Die Bestimmung erfolgte 
in jeder Blutprobe nach allen drei Methoden. Fiir die Berechnung nach 
der dritten Methode (iiber reduziertes Himoglobin) ist der friiher von 
Heilmeyer (5) angegebene Wert fiir das Absorptionsverhaltnis des 
Hamoglobins von A = 0,00158 vom Autor neuerdings korrigiert worden. 
Daher wurde der nach Heilmeyer jetzt giiltige Wert von A = 0,00165 
den Berechnungen in den folgenden Tabellen zugrunde gelegt. Die 
Tabellen I bis IV enthalten die Ergebnisse der Bestimmungen (g Hb 
in 100 cem Blut) an je zehn Proben der angegebenen Blutarten. Einzel- 
heiten des methodischen Vorgehens finden sich im Versuchsteil. 
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Tabelle I. Mensch. 





Pulfrich-Photometer 








Zeiss-Ikon- ; erica 
Himometer O, Hb 





Hg 546 Hg 578 


14,45 16,71 16,76 15,89 
14,30 14,15 14,32 13,45 
13,57 14,93 14,94 14,04 
12,48 13,22 13,14 12,09 
12,93 16,34 16,79 15,35 
15,20 15.91 15,56 14,62 
12,90 14,09 13,83 12,18 
14,11 16,46 16,22 15,17 
13,34 15,08 14,90 13,96 
16,19 17,92 17,64 16,22 


15,48 15,41 
Mittelwert: 13,95 15,45 


Tabelle II. Kaninchen. 


CO IDOorWwWW— 


_ 
So 





Pulfrich-Photometer 


Zeiss-Ikon- 
Himometer : O.Hb 








z Hg 546 Hg 578 
12,03 14,53 15,01 | 13,65 
13,98 15,52 15,99 14,27 
13,52 14,93 14,83 - 13,57 
15,31 16,96 17,14 15,05 
12,66 13,74 13,63 12,79 
12,38 13,22 13,14 12,69 
12,21 14,64 14,66 13,10 
12,66 14,87 14,90 13,26 
11,87 13,96 14,07 12,41 
12,53 15,30 15,12 13,96 
| at na 14,77 i 14,85 hi 
Mittelwert: | 12,92 14,81 | 13,47 


Tabelle IIT. Pferd. 


1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
0 


_ 





Pulfrich-Photometer 


Zeiss-Ikon- 
Himometer 0, Hb 








Hg 546 

11,47 | 14,37 
11,71 13,86 
10,34 13,31 
16,51 | 22,18 
10,72 13,67 

8,99 11,07 
11,31 14,17 
11,68 14,93 
11,94 14,33 
11,49 14,45 


14,63 





Mittelwert: ‘11,62 
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Tabelle IV. Meerschweinchen. 





Pulfrich-Photometer 


Zeiss-Ikon- 
Haimometer 


Hig 57 


10,37 12,41 
11,66 15,51 
11,71 14,90 
11,39 15,40 
10,50 13,87 
10,11 | 13,27 
11,49 15,58 
11,38 15,58 
12,13 15,80 

10,37 12,69 11,76 
14,50 

Mittelwert: 11,11 | 14,39 13,38 


Aus den Tabellen ersieht man, daB die beiden photometrisch mit 
den Hg-Filtern erhaltenen Hb-Werte recht gute Ubereinstimmung 
zeigen. Am besten ist diese am menschlichen Blut. Jedenfalls erwies 
sich das von Heilmeyer und Sundermann so sorgfaltig ausgearbeitete 
Verfahren als sehr bequem und brauchbar. Die mit dem Hamometer 
erhaltenen Werte liegen durchweg zu niedrig. Hier ist zu bemerken, 
da8 das in unserer Benutzung befindliche Zeiss-Ikon-Instrument ein 
alterer Apparat ist. Er stammt aus der Zeit vor der Bekanntgabe der 
seitens der Kommission fiir die Hamometereichung festgelegten Grund- 
sitze (6) und vor der Veréffentlichung der hierfiir maBgebenden Arbeit 
von Heilmeyer und Sundermann (4). Auch die bei der photometrischen 
Bestimmung iiber reduziertes Himoglobin (Filter 857) erhaltenen 
Blutfarbstoffwerte liegen durchweg niedriger als die als_,,richtig‘ 
anzusprechenden Werte mit den Hg-Filtern. 


If. Himatinfarbwert bei verschiedenen Blutarten. 


Berechnet man das Verhaltnis des Himometerwertes zum nach 
Heilmeyer und Sundermann bestimmten Wert (Mittel zwischen Hg 546 
und Hg 578), der sich auf elektrodialytisch gewonnenes Hamoglobin 
bezieht, so ist das genannte Verhaltnis nicht fiir alle Blutarten gleich. 
Bezeichnet man den Hamometerwert in Prozenten dieses wahren Wertes 
als den Hamatin-,,Farbwert‘‘ (FW) des betreffenden Blutes, so ist fiir 
unser Zeiss-I kon-Instrument 


FWyfenseh = 90,3, FW pyera = 80,3, 
FW aninenen = 87,3, FWyfeerschweinchen a4: 77,3. 
Wie bereits in der friiheren Mitteilung zum Ausdruck gebracht, 


bedeuten also bei der Hamoglobinbestimmung die erhaltenen Braun- 
Biochemische Zeitschrift Band 294, 16 
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werte an verschiedenen Blutarten etwas durchaus Verschiedenes. Be! 
gleichem Hamoglobingehalt zeigt von den hier untersuchten Blutarte: 
der Mensch den héchsten, das Meerschweinchen den niedrigsten Braun 
wert. Um an einem Hadmometer, das mit menschlichem Blut geeicht isi. 
zum richtigen Hamoglobingehalt zu gelangen, muB man mit einem Fakto: 
multiplizieren. Seine verschiedene GréBe (f/) errechnet sich aus der 
einfachen Beziehung 
f ree F Wytensch 
~ FWx . 

wo FW, der oben definierte Hamatin-,,Farbwert‘: irgendeiner Blutart 
ist. Fiir die hier neben menschlichem Blut untersuchten drei Blutarten 
sind die Faktoren 


Kaninchen 


Pferd 


Meerschweinthen f = ata = 1,17. 
173 

Der Fehler bei Vernachlassigung des Faktors ist also beim Kanin- 
chen kaum ins Gewicht fallend, dagegen sehr erheblich bei der Be- 
stimmung am Blut von Pferd und Meerschweinchen. Die Frage der 
.,Firbekraft*‘ verschiedener Hamoglobine, die P. Degel und v. Kriiger (7) 
seinerzeit anschnitten und die nach eigenen friiheren Untersuchungen (2) 
eine andere Deutung erhielt, spielt also im geschilderten Sinne gerade 
fiir die Benutzung der itiblichen Hamometer eine wichtige Rolle. Dies 
gilt sowohl fiir vergleichend physiologische Blutfarbstoffuntersuchungen 
als auch fiir tierairztlich-klinische Bestimmungen. Hierfiir ware eine 
systematische Untersuchung verschiedener’ Tierarten von Interesse. 
Es muB erwahnt werden, daB sich hierbei die von P. Degel und v. Kriiger 
seinerzeit angegebene Reihenfolge nicht wiederfinden wird oder jeden- 
falls nicht wieder zu finden braucht. Denn in der friiheren Mitteilung 
zeigten Barkan und Olesk (2), daB der Farbwert saurer Hamatinlésungen 
wesentlich davon abhangt, ob der Saéurezusatz zu Hamolysaten oder 
unmittelbar zum Blut erfolgt. Degel und v. Kriiger und deren Nach- 
untersucher verwendeten durchweg Himolysate; bei den _klinisch 
iiblichen Hamometermethoden wird in der Regel die Saure unmittelbar 
zum entnommenen Blut gegeben. 


Ill. Himatinfarbwert bei verschiedenen Individuen. 


Bestimmt man den ,,Farbwert“‘ des Hamatins in der angegebenen 
Weise an verschiedenen Proben der gleichen Blutart, so findet man, 
daB er auch starken individuellen Schwankungen unterliegt. Die 
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Verhaltnisse werden hier nur fiir menschliches Blut diskutiert. Sie 
velten aber entsprechend fiir die anderen Blutarten. 

Im Mittel ergab sich an unserem Instrument FWygence), = 90,3. 
In den zehn in Tabelle I aufgefiihrten Fallen bewegt sich dieser Wert 
zwischen 78,0 und 100,5. Das sind also maximale Abweichungen von 
10 bis 14% des mittleren ,,Farbwertes‘‘. Die individuellen Schwan- 
kungen des Hamatinfarbwertes kénnen also bei der Hb-Bestimmung 
mit einem der tiblichen Himometer zu groben Fehlern fiihren, selbst 
dann, wenn das Instrument sorgfaltig geeicht ist. Dies wird am deut- 
lichsten, wenn man auf Grund des gewonnenen Zahlenmaterials eine 
..Eichkorrektur“ fiir das Himometer durchfiihrt. Das von uns benutzte 
Zeiss-Ikon-Instrument hatte fiir menschliches Blut einen Korrektur- 

15,45 100 i? ' ‘ 

faktor von 13.95 > > 1,107 zu bekommen. Das heiBt, 
die mit diesem Instrument gewonnenen Hb-Werte waren mit diesem 
Korrekturfaktor zu multiplizieren, um den tatsichlichen Hamoglobin- 
gehalt zu geben. Bringt man in jedem Falle diese Korrektur an, so 
ergeben sich die aus Tabelle V ersichtlichen Zahlen. Neben jedem 
korrigierten Himometerwert findet man den mittleren nach Heilmeyer 
und Sundermann (4) photometrisch ermittelten O, Hb-Wert. 


Tabelle V. Ergebnis der Hamometerkorrektur. 
Menschliches Blut. g Hb in 100 cem. 





Sere wae . Mittlerer photometrisch 
ee als O, Hb bestimmter Wert 
(Hg 546 und Hg 578) 


16,00 16,74 
15,83 14,23 
15,03 14,94 
13,82 13,18 
14,32 16,57 
16,83 15,74 
14,29 13,96 
15,62 16,34 
14,77 14,99 
17,93 17,78 


OV ONO WIR 


— 


Die Ubereinstimmung ist, wie man sieht, eine sehr schlechte: 
teilweise sind die Abweichungen derart groB, daB die ,,Korrektur‘ 
illusorisch ist. Obwohl also hierbei die ,,Eichung‘‘ des Hamometers 
auf Grund der photometrischen Bestimmung des O,Hb an zehn ver- 
schiedenen Blutproben erfolgte, geniigt dieses Vorgehen nicht, um die 
Hamometerbestimmung zuverlaissig zu machen. Was fiir Ergebnisse 
eine Eichung des Instruments auf Grund der photometrischen O, Hb- 
Bestimmung an einer Blutprobe gezeitigt hatte, bedarf kaum der 
Betonung (siehe z. B. Fall Nr. 5). 


16* 
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Man koénnte den Einwand machen, daB vielleicht die einzelnen Bx 
stimmungen nicht zuverlassig waren und daS entweder Fehler bei de: 
photometrischen oder der kolorimetrischen Bestimmung unterlaufen sein 
kénnen. Demgegeniiber ist zu betonen, daB in vielfachen Parallelversuchen 
an ein und demselben Blut sich stets ausgezeichnete Ubereinstimmung de: 
erhaltenen Werte zeigte. Ich erwahne als Beispiele jeweils drei derartige 
an frischen Verdiinnungen an der gleichen Blutprobe mit dem Zeiss-Ikon- 
Hamometer und mit dem Pulfrich-Photometer (Hg-Filter 546 und 578) 
voneinander unabhangig durchgefiihrte Parallelbestimmungen (Tabelle V1). 
Die Tabelle beweist die gute Reproduzierbarkeit bei beiden Bestimmungs 
methoden. 


Tabelle VI. Unabhangige Parallelbestimmungen an der gleichen 
Blutprobe. 


Menschliches Blut. g Hb in 100 ccm. 





Pulfrich-Photometer 
Nr. der Zeiss-Ikon- 2 Hb 


Bestimmung || Himometer 


i 
| Hg 546 Hg 578 





I 13,57 I 15,39 15,58 
II 13,57 ~ 15,35 15,49 
Ill 13,60 15,36 | 16,61 


Ein anderer Einwand ware der, daB fiir die angefiihrte Eich- 
korrektur des Hamometers lediglich der photometrisch bestimmte 
O,Hb-Gehalt, nicht aber die Gasanalyse herangezogen wurde. Wenn 
dieser Einwand zu Recht bestehen soll, so miiBte man also nach der 
Arbeit von Heilmeyer und Sundermann (4) annehmen, daB bei der 
photometrischen O, Hb-Bestimmung durch das Fehlen der gasanalyti- 
schen Kontrolle unbemerkt gebliebene ,,Triibungen“ zu Fehlern Anlal 
geben. Ks ist fiirs erste nicht von der Hand zu weisen, daB dies vielleicht 
im einen oder anderen Falle eine Rolle gespielt haben kann. Es ist 
aber unwahrscheinlich, daB fiir die wechselnden und groBen Differenzen 
zwischen Haimometer- und Photometerwerten dies die Erklirung sein 
sollte. Das Ergebnis der Untersuchung zusammen mit den Aus- 
fiihrungen des folgenden Abschnittes (IV.) spricht vielmehr dafiir, dai 
der Héimatinfarbwert eine sehr schwankende Grépe ist'. 


1 Anmerkung bei der Korrektur. Dies scheint auch aus einigen Zahlen- 
angaben einer neueren Arbeit von A. Krupski u. F. Almasy (Helvetica 
Medica Acta 4, 94, 1937) fiir die aus dem Sahli-Wert errechnete O,-Kapazitit 
gegeniiber der mittels Gasanalyse erhaltenen hervorzugehen. — Ubrigens 
mu8 bei Messungen an Individuen im Hochgebirge nach den Ergebnissen 
der genannten Autoren auch die photometrische Bestimmung als O,Hb 
zu falschen Werten fiihren. Wie weit etwa die von Krupski und Almas 
namentlich nach Arbeitsleistung im Hochgebirge beobachtete Extinktions 
erhéhung, die sie auf einen in den roten Blutkérperchen enthaltenen Hamo 
globinabkémmling beziehen, mit vermehrter Bildung von ,,Pseudohémo 
globinen“ (@. Barkan u. O. Schales, Zeitschr. f. physiol. Chem. 248, 96, 1937) 
zusammenhangt, bedarf der Priifung. 
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Die ausfiihrlichen Angaben der friiheren Arbeit (2) beweisen dies 
schon zur Geniige. So wurde auch der verschiedene Verlauf der ,,Nach- 
dunkelungskurven“ fiir die saure Himatinlésung bereits dort hervor- 
gehoben. Er wurde auch neuerdings in systematisch darauf gerichteten 
Untersuchungen sowohl bei verschiedenen Blutarten als auch bei ver- 
schiedenen Proben derselben Blutart festgestellt. Welche Umstande 
im einzelnen fiir den den Farbwert mafgeblich beeinflussenden Disper- 
sitétsgrad der Hamatiniésung verantwortlich sind, bleibt sowohl beim 
Blute verschiedener Tierarten als auch verschiedener Individuen 
zunachst unklar. Méglicherweise sind es auch im _ letzteren Falle 
spezifische Stromaproteine, die natiirlich in Fortfall kamen, wenn man 
nach Haurowitz (8) die Versuche an dem reinen Haimoglobin der be- 
treffenden Individuen vornehmen wiirde. 


IV. Das Absorptionsverhiltnis A fiir die photometrische Bestimmung 
iiber reduziertes Himoglobin mit Filter S 57. 


Aus den letzten Spalten der Tabellen I bis IV ergibt sich, daB der 
photometrisch iiber das reduzierte Hamoglobin erhaltene Blutfarbstoff- 
gehalt durchweg niedriger liegt als der nach Heilmeyer und Sundermann 
photometrisch erhaltene O,Hb-Wert. Wie bereits erwahnt, wurde fiir 
die Berechnung aus der bei Filter S57 gemessenen Extinktion das 
Absorptionsverhaltnis des reduzierten Himoglobins fiir diesen Spektral- 
bereich mit A = 0,00165 benutzt. Diese Konstante ist auch der Arbeits- 
vorschrift zugrunde gelegt, die in einer Veréffentlichung von Carl Zeiss 
und W. Krebs (9) enthalten ist. Wie ich einer brieflichen Mitteilung von 
Herrn Heilmeyer entnehme, ist die Korrektur gegeniiber der friiher 
veréffentlichten Konstante (0,001 58) durch die Ergebnisse der Messungen 
an reinstem elektrodialytisch gewonnenem Hamoglobin notwendig 
geworden. 

Nach den hier gemachten Erfahrungen ist an Blutlésungen fiir 
S57 auch der Wert A = 0,00165 noch zu niedrig. Aus dem Vergleich 
des mittleren Hb-Gehalts bei der Bestimmung als Oxyhamoglobin mit 
dem beim Reduktionsverfahren erhaltenen (Tabellen I bis IV), laBt sich 
ohne weiteres ein neuer Wert fiir das Absorptionsverhaltnis bestimmen. An 
Stelle von A = 0,00165 ergibt sich fiir die vier untersuchten Blutarten 

15,45 .0,001 65 


Mensch Ags; = i430 = 0,001 783, 


14,81 .0,001 65 


Kaninchen Ags; = — 18.47 == 0,001 814, 


__ 14,58. 0,001 65 


Pferd Ag 57 = 0,001 739, 


13,79 


_ 14,89. 0,001 65 


Meerschweinchen Ag 57 = 13.88 = 0,001 775. 
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Benutzt man an Stelle der bisher verwendeten Konstante bei de: 
vier Blutarten die oben angegebenen neuen Werte fiir das Absorptions 
verhaltnis zur Berechnung, so erhalt man im allgemeinen recht brauch 
bare Hb-Werte. D. h. sie fiigen sich den jeweils als O, Hb photometrisch: 
gefundenen Mittelwerten recht gut an. Als Beispiel sind in Tabelle VI! 
die nach dem Reduktionsverfahren unter Benutzung der neuen Kon. 
stante sich ergebenden Werte fiir menschliches Blut eingetragen. 
Jeweils daneben findet+ man den dazu gehérigen photometrisch als 
O,Hb bestimmten Mittelwert. Mit Ausnahme eines einzigen Falles ist 
die Ubereinstimmung befriedigend und fiir praktische Zwecke sicher 
ausreichend. 


Tabelle VII. Benutzung der neuen Konstante 4Ag57. 
Menschliches Blut. g Hb in 100 ccm. 





Reduktions- Als O, Hb Reduktions- Als 0, Hb 
verfahren 8 57 (Mittelwert Nr. verfahren S 57 (Mittelwert 
A = 0,001 783 Hg 546 u. Hg 578) A = 0,001 783 Hg 546 u. Hg 578) 


16,74. 6 15,80 15,74 

14,23 7 13,15 13,96 

14,94 8 16,40 16,34 

: 13,18 i) 15,10 14,99 
16,60 16,57 10 17,52 17,78 





Auf meine Veranlassung hat Herr stud. med. J. Savisaar an weiteren 
20 menschlichen Fallen den Hamoglobingehalt photometrisch als O, Hb 
und als reduziertes Hb bestimmt. Der Mittelwert aller Versuche nach 
der ersten Methode war 14,65g Hb in 100 ccm. Nach der zweiten 
Methode ergabsich mit Ag 5; =0,00165 nur 13,54g Hbin100cem. Daraus 
14,65 . 0,001 65 
¥ 13,54 
== 0,001785. Das ist also praktisch der gleiche Wert, wie er oben aus 
den in Tabelle I angefiihrten zehn Fallen fiir menschliches Blut be- 
rechnet wurde. 

Man wird also bei der photometrischen Bestimmung des Hamo- 
globins am menschlichen Blut nach dem Reduktionsverfahren zu 
brauchbaren Resultaten kommen, wenn man in Zukunft fiir A . 10+ 
den Zahlenwert von 17,8 verwendet. Ein Vergleich der Tabelle VII 
mit der Tabelle V zeigt, daB die Ergebnisse jedenfalls ganz erheblich 
brauchbarer und zuverlissiger sein werden als diejenigen, die man 
bei der Kolorimetrie der Hdmatinfarbe erhalt. Letztere ist eine Grobe 
von héchst zweifelhaftem Wert. Sie sollte als MaB fiir den Hamoglobin- 
gehalt aus der Klinik verschwinden. 


errechnet sich der korrigierte neue Wert fiir Ag; zu 


Freilich ist die photometrische Bestimmung iiber das reduzierte Hamo 
globin subjektiv keineswegs so angenehm wie diejenige als O,Hb mit mono- 
chromatischem Quecksilberlicht. Die Ubereinstimmung der Farbqualitat 
in den beiden Gesichtsfeldhalften ist beim Reduktionsverfahren keine sehr 
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gute. Der Unterschied in der Farbnuance wird von verschiedenen Unter- 
suchern in verschiedenem Ma8e stérend empfunden. Die Differenz hangt 
naturgeméB damit zusammen, dafi das Spektralfilter einen relativ breiten 
Spektralausschnitt durchlaéBt, innerhalb dessen die Absorptionskurve des 
reduzierten Hiamoglobins einen relativ steilen Verlauf zeigt. 

Bei der photometrischen Bestimmung des O,Hb zeigten Heilmeyer 
und Sundermann (4), daB die fiir reines Hamoglobin gefundenen Konstanten 
fir die Hamoglobinbestimmung im Vollblut ohne weiteres Verwendung 
finden kénnen. Bei der photometrischen Bestimmung nach dem Reduktions- 
verfahren ist dies, wie hier gezeigt wurde, nicht der Fall. Die Tatsache, 
daB in Blutlésungen der empirisch sich ergebende Wert fiir das Absorptions- 
verhaltnis héher ist als der von Heilmeyer! an elektrodialytisch gereinigtem 
Hamoglobin gefundene, scheint ferner dafiir zu sprechen, da®B im Blut 
méglicherweise andere Stoffe das optische Verhalten beeinflussen. Hierfiir 
kénntenauch die bei den einzelnen Blutarten etwas voneinander abweichenden 
Werte fiir das Absorptionsverhaltnis sprechen, die allerdings an einem 
gréBeren Material noch nachzupriifen wiren. Da8 es sich nicht um triibende 
Beimengungen handelt, die in Blutlésungen fiir die Abweichung des Ab- 
sorptionsverhaltnisses verantwortlich sind, geht daraus hervor, da sonst 
in diesem Falle wegen der scheinbaren Zunahme der Extinktion der Wert 
fiir das Absorptionsverhialtnis nicht zu- sondern gerade abnehmen miiBte. 


Experimentelles?. 
1. Materialgewinnung. 


Das Blut wurde beim Menschen (normale Personen und Klinik-Insassen) 
aus der Armvene, beim Kaninchen aus der Randvene des Ohres, beim Pferd 
aus der Halsvene entnommen. Das Meerschweinchenblut wurde durch 
Anschneiden der HalsgefaiBe und Entbluten der Tiere gewonnen. Das Blut 
wurde in allen Fallen durch Zusatz einiger Kérnchen Liquoid ,,Roche* un- 
gerinnbar gemacht. Vor der Verwendung, die méglichst rasch nach der 
iIntnahme erfolgte, wurde es gut arterialisiert. 


2. Methoden, 


a) Kolorimetrische Bestimmung als salzsaures Haimatin. 
Von jeder Blutprobe wurde die fiir die Bestimmung im ZeiB-Ikon-Haimometer 
vorgeschriebene Menge mit der Mischpipette entnommen und mit 
n/10 HCl verdiinnt (30 auf 2000cmm). Nach griindlichem Vermischen 
wurde in ein Vierkantréhrchen umgefiillt und entsprechend der Vorschrift 
5 Minuten nach Beginn des HCl-Zusatzes der Farbwert abgelesen. Das 
Mittel aus fiinf rasch nacheinander vorgenommenen Einstellungen galt 
als abgelesener Mittelwert. Unser Instrument ist auf ,,Prozente‘ geeicht. 
100°, = 16g Hb in 100cem. Mehrfach wiederholte Bestimmungen am 
gleichen Blut mit neuen Pipettenfiillungen ergaben gute Ubereinstimmung 
(vgl. das Beispiel in Tabelle VI). 

b) Photometrische Bestimmung als O,Hb. Die Bestimmung 
als O, Hb und Hb (vgl. unter c) erfolgte jeweils in der gleichen Blutverdiinnung 
und in der gleichen Kiivette. 

1 cem des ungerinnbar gemachten Blutes wurde mit Aqua dest. auf das 
Fiinffache verdiinnt. Von diesem Hamolysat wurden jeweils 0,2 ccm mit 


1 Vgl. die friiher erwahnte briefliche Mitteilung. — ? Bei der Durch- 
fiihrung der Versuche leistete Frl. Selma Sussi wertvolle Hilfe. Herrn 
Dr, Otto Schales habe ich fiir vielfache Kontrollen zu danken. 
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7,8 ccm 0,4° iger Ammoniaklésung versetzt. Die Verdiinnung des Blutes 
betrug also 1: 200. Auch in diesem Falle gaben vielfache \Controllen die 
Gewahr, daB aus ein und derselben Blutprobe hergestellte Verdiinnunge: 
gut reproduzierbare Ergebnisse lieferten (vgl. Tabelle V1). 

Die Bestimmungen im Pulfrich-Photometer wurden in Kiivetten 
von leem Schichtdicke im Licht der Stufo-Hg-Lampe bei Filter Hg 546 
und Hg 578 nach der Vertauschungsmethode vorgenommen (Heilmeyer und 
Sundermann). Die Berechnung erfolgte mit 


Ang 546 = 0,001 28 
und 
Ang 578 = 0,001 162. 

c) Photometrische Bestimmung als Hb. Sobald die Messungen 
mit dem monochromatischen Licht beendet waren, wurde durch Zusatz 
von ein wenig Na,S,O, (in Substanz) reduziert, umgeriihrt und in der 
gleichen Kiivette (lem) im Licht der gewéhnlichen Stufo-Lampe mit 
Filter 8 57 die Messung in der gleichen Weise vorgenommen wie vorher. 
Die Berechnung erfolgte mit 


As 57 = 0,001 65. 
Durch den Vergleich der nach b) und c) erhaltenen Resultate ergab sich 


eine neue Konstante, deren Gréf8e fiir menschliches Blut 0,00178 betragt 
(vgl. den theoretischen Teil). 


Zusammenfassung. 


1. An Blutproben verschiedener Herkunft (Mensch, Kaninchen, 


Pferd und Meerschweinchen) wurde der Blutfarbstoffgehalt jeweils 
photometrisch als Oxyhamoglobin und Hamoglobin und kolorimetrisch 
als salzsaures Himatin bestimmt. 

2. Die stufenphotometrische Bestimmung als O,Hb erwies sich 
als sehr bequem und brauchbar. Die Bestimmung nach dem Reduktions- 
verfahren ist gleichfalls zuverlissig, wenn man zur Berechnung die 
richtige Konstante fiir das Absorptionsverhaltnis benutzt. Ag 5; wird 
fiir menschliches Blut zu 0,00178 bestimmt. 

3. Die kolorimetrische Bestimmung des Blutfarbstoffs als salz- 
saures Hamatin ist auch an sorgfailtig geeichten Himometern unzu- 
verlassig, weil der Hamatinfarbwert individuell und von Blutart zu 
Blutart wechselt. Im Zusammenhang mit friiheren Arbeiten wird 
empfohlen, die Hamatinfarbe als MaB fiir den Hb-Gehalt aufzugeben. 
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Kataphoretische Studien 
am Enzymsystem des Kohlenhydratabbaus. 
Von 
0. Meyerhof und W. Mohle. 
(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg.) 
(Eingegangen am 2. Oktober 1937.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Im Laufe der letzten 2 Jahre haben wir eine Zahl Kataphorese- 
messungen mit dem 7'heorellschen Apparat! an Fermenten des Kohlen- 
hydratabbaues ausgefiihrt. Wir berichten iiber Messungen 1. an der 
Cozymase (Diphosphopyridinnucleotid), 2. an der Hexokinase, 3. an 
der Zymohexase. 

Bei der Durchfiihrung haben wir uns an die von Theorell gegebenen 
Vorschriften gehalten. Die Montierung seines Apparats wurde im 
Laufe der Zeit in verschiedenen Punkten geindert, die im folgenden 
beschrieben sind. Wichtig fiir die Charakterisierung der Fermente 
und Co-Fermente ist insbesondere die Abhaingigkeit des Sinns und der 
GréBe der Wanderung vom pu. Die Berechnung der Versuche wurde 
nach Pedersen? und Theorell durchgefiihrt. Ionenbeweglichkeit 

x.K.q ed PS Fae SUP a 
mney Wt i wo x = cm Wanderungsgeschwindigkeit, x = Leitfahigkeit 
in reziproken Ohm, q = Querschnitt des Rohres in qem, i = Strom- 
stirke in Ampére, ¢ = Zeit in Sekunden bedeutet. x berechnet sich 
dabei aus der tiber die urspriingliche Grenze nach einer Seite hin ge- 
wanderten Menge des zu untersuchenden Ferments x, und der Ab- 


v + 


nahme x, auf der entgegengesetzten Seite, nach «x - Die 


Fermentkonzentration in den einzelnen Kammern wird durch ihre 
katalytische Wirkung bestimmt, wobei zum Vergleich eine Verdiinnungs- 
reihe der urspriinglichen Fermentlésung gemessen wird. 


Kataphorese- Apparat. 


Die Montierung des Kataphoreseapparats in seiner endgiiltigen Form 
ist auf Abb. 1 abgebildet*®. Wahrend wir die Dimensionen des Theorellschen 
! Diese Zeitschr. 275, 1, 1934. — * Kolloidzeitschr. 68, 268, 1933. 

* Der Apparat in der hier beschriebenen Ausfiihrung ist von der Firma 
L. Hormuth, Inh. W. Vetter, in Heidelberg zu beziehen. Die fehlerfreie Be- 
schaffenheit der Glasringe, die die Kammern zusammensetzen, wird nach 
den hier gemachten Angaben kontrolliert. 
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Apparats vollstandig beibehalten haben, haben wir unser Augenmer\ 
gerichtet 1. auf eine méglichst erschiitterungsfreie Montierung, 2. auf eine 
verbesserte Dichtung gegen Stromschleifen durch gleichmaBiges Zusammei 
pressen des aus den Glasringen zusammengesetzten U-Rohres in senkrechte: 
Richtung, 3. auf ein erleichtertes Fiillen des Apparats und SchlieBen de: 
Kammern, ohne Hervorrufung von Konvektionsstrémen. 

Zwecks erschiitterungsfreier Aufstellung sitzt der Apparat mit seine: 
Grundplatte in einem Gestell a, das iiber die Seitenwande des mit einer Glas 
wand versehenen, gut temperaturisolierten Thermostaten } ragt. Das Gestel| 
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Abb. 1. Theorellscher Kataphoreseapparat mit Messinggestell zum Einhiingen in den Thermostaten. 
Die auf der rechten Seite befindlichen Teile des symmetrisch gebauten Apparats sind fortgelassen, 
Die Kammern sind nach Theorell numeriert. 
a = Messinggestell zum Einhingen tiber die Thermostatenwand b, c = herausziehbare Stifte zum 
Hochstellen des Apparats, d Hartgummischeiben in Messingringen e montiert, f = Messingbriicke 
mit Griff, ¢ = Biigel zum SchlieBen der Kammern von oben, kh = Achsenverlingerung zur Fiihrung 
des Biigels g, i = kleiner Stift, passend in das Loch *, m = Flachmessingstiick zum Festhalten der 
ElektrodengefiBe, n Briicke zum Zusammenklemmen der Rohrstiicke, o und o’ = Federn zum 
Festhalten der Anschmelzungen p des U-Rohres an der Messingbriicke und zum Anpressen der 
Kugelschliffe, r = Ansatz zum Einstellen der Niveaugleichheit. 


ermoéglicht es auch, den Apparat in halber Héhe durch die Stifte ¢ fest- 
zuhalten, was beim Fiillen zweckmaBig ist. Die Riihrung des Thermostaten 
ist zum Gehause erschiitterungsfrei angebracht. 

Die Glasringe, die die Seitenwinde und Kammern bilden, werden 
optisch plan geschliffen und durch Aufsetzen auf ein Planglas auf ihre 
Ebenheit hin genau ausprobiert. Sie werden im Apparat nach Theorell 
durch kreisférmige, durchlécherte Hartgummischeiben verschlossen. Wir 
benutzen fiir diese Hartgummischeiben d ungefaihr 0,2 mm starke Hart- 
gummifolie, die zwischen zwei Metallringen e mit mehreren Schréubchen 
festgehalten wird. Eine Messingbriicke f iiber die Scheiben dient zur Fest- 
legung des Drehpunkts und als Griff und Anschlag. Zur Drehung der 
Scheiben dient weiter noch ein Biigel g, der auf der Achsenverlangerung /) 
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hin und her geschoben werden kann, dessen Griff aber immer aus dem 
Thermostatenwasser herausragt. Eine kleine Nase 7 erméglicht nach dem 
Fiillen des U-Rohres die mit einem entsprechenden Loch k versehene 
Messingbriicke der einen Hartgummischeibe hervorzuholen, die sich zwischen 
den Glaszellen mit seitlichem Flansch befindet (Zellen 3 und 4). Durch den 
biigel g wird es vermieden, beim SchlieBen oder Offnen der Kammern in das 
Thermostatenwasser hineinzufassen, wodurch Warme- und Niveauunter- 
schiede zwischen Thermostaten- und Innenfliissigkeit herbeigefiihrt wiirden, 
die unliebsame Str6mungen an den Scheibenéffnungen hervorrufen kénnten. 

Das feste Zusammenklemmen der Rohrstiicke geschieht mittels der 
Briicken n, die in der Héhe verstellt werden kénnen und dadurch die Federn o 
spannen, die gegen vier Anschmelzungen p driicken. Der AnpreBdruck 
wahrend des Versuchs wird gréBer durch je zwei Federn o’, die die Kugel- 
schliffe der ElektrodengefiBe sichern. Da die eigentliche Halterung der 
ElektrodengefaBe zwischen Flachmessingstiicken (m) erfolgt, wird ihre 
Befestigung ohne Zugspannung gewahrileistet. 

Der Aufsatz r dient zur Einstellung der Niveaugleichheit. Die Fiillung 
des Verbindungsstiickes von r erfolgt bei ziemlich vollen ElektrodengefaBen 
durch Ansaugen mit einem aufgesteckten Schlauchmundstiick. Die Justie- 
rung der Gesamthéhe der Pufferlésung geschieht ebenfalls mit dem Ver- 
bindungsstiick durch Zugeben oder Herausnehmen von Pufferlésung. 

Zum Ejinfetten der Hartgummischeiben und Glaszellen hat sich Lanolin 
besser bewahrt als Vaseline; ersteres haftet noch nach mehrmaligem Drehen 
an den Scheiben. Die richtige Fettung ist neben dem festen Zusammen- 
pressen der Rohrstiicke wichtig zur Vermeidung von Stromschleifen durch 
das Thermostatenwasser. Bei noch so geringer Undichtigkeit des Apparats 
entstehen unkontrollierbare Nebenschliisse, deren Stromverbrauch im 
Gesamtstromkreis gemessen wird. Die Priifung auf Dichtigkeit nahmen wir 
an dem gefiillten Apparat dadurch vor, daB festgestellt wurde, ob zwischen 
dem Innern des Apparats und dem Thermostatenwasser ein Strom flieBt. 

Als Stromquelle wurde eine Anodenbatterie von 100 Volt benutzt, was 
beim Auftreten etwaiger vagabundierender Stréme vorteilhafter war als 
die Verwendung der geerdeten Hausbatterie, weil im ersteren Fall die 
Stromschleifen den doppelten Widerstand zu iiberwinden haben. 

Der auf 20° einregulierte Thermostat besa durch laagsames Zulaufen 
von Leitungswasser unter konstantem Druck ein geringes Temperatur- 
gefalle, gegen das ein durch einen Toluolregulator gesteuerter Mikrobrenner 
mit vorgeschaltetem Gasdruckregulator wirkte. Die Schwankungsbreite 
der Temperatur im Versuch lag unter */j999° (Messung im thermokonstanten 
Raum). 

Die pu-Messung wurde mit einer Wasserstoffelektrode mittels eines 
Potentiometers der Cambridge Instrument Company vorgenommen. Zur 
Messung der Leitfahigkeit diente eine Pontavi-MeBbriicke von Hartmann 
und Braun. Das LeitfahigkeitsgefaB besaB einen C-Wert von 2,47. 


Cozymase. 


Nachdem von Warburg und Christian die Cozymase als Diphospho- 
pyridinnucleotid erkannt ist und offenbar mit dem Wasserstoff-iiber- 
tragenden Co-Ferment derselben Autoren, dem Triphosphopyridin- 
nucleotid, bis auf das Fehlen einer Phosphorsaiuregruppe in ihrer Kon- 
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stitution iibereinstimmt!, hatte das kataphoretische Verhalten der. 
selben im Vergleich zu dem von T'heorell studierten Wasserstoff-iiber- 
tragenden Co-Ferment? ein besonderes Interesse. Die von uns dabei 
erhaltene Kurve ist bereits in den ,,Naturwissenschaften“ mitgeteilt* 
und wird, durch einige Punkte ergainzt, hier nochmals wiedergegeben. 
Um lediglich die aktive Cozymase zu bestimmen, wurde die Verteilung 
ausschlieBlich durch Gérungsmessungen mittels ausgewaschener Trocken- 
hefe bestimmt. Diese Kuler sche 
Methode ist, wenn jedesmal ein 
Standardpraparat von bekanntem 
yehalt zur Kontrolle mitbestimmt 
wird, sehr genau. Es wurde hier- 
bei die Beobachtung gemacht, 
daB es fiir kataphoretische Mes- 
sungen giinstig ist, nicht die aller- 
reinsten Praparate zu benutzen, 
da ein gewisser Ballast fremder 
Substanzen Grenzflachenstérun- 
gen besser verhindert. Fiir die 
Abb. 2. Kurve der Wanderungsgeschwindigkeit Garungsmessung wurde der Zell- 
der Cozymase bei verschiedenem pe Die Zeichen inhalt jedesmal so verdiinnt, dai 


@, x, A entsprechen verschiedenen Cozymase- . ° Xs 1, 7 K \ 
cteahelinn. sich im Garansatz etwa 5 y Co- 





12:09 
cmV-Seh. | 


> 


bad 





S 
—e—Na20/ 


hathodisch «— v —» anodisch 
+= 


& 











46 


, 





Tabelle I. Elektrische Wanderungsgeschwindigkeit der Cozymase. 





| | Strom- Wanderung in em 
stirke i ee AEROS: APOE Dae 


HE iy ioe gonads : 
Palflissigkelt | Pa *- 105" seni. | | anoden-| kathoden- Mittel- 
i amp. Sek. wirts wirts wert 


0,03 nHCl 1,52 10,85 | 18,5 9300, — 0,66] + 0,81 |— 0,74 

0,012 nHCl 1,93, 4,69 11,6 9900/—0,77| + 1,04 — 0,91) - 

0,012 nHCl =—-1,94, 4,45 11,8 9900 — 0,82} + 0,70 —0,76 

0,005 nHCl =. 2,28'-1,86 6,7 7200, — 0,21) + 0,30 |— 0,26 

0,02 nNaAc 3,07) 1,64) 58 (7200' — | — ~~ 

+ 0,64 nHAc | 

0,02 n NaAc 5,8 7500 + 0,80) —0,43 + 0,61 

+ 0,16 nH Ac | 

0,02 n NaAc 4800 + 0,40! —0,66 (+ 0,51 

+. 0,08 n HAc 

0,02 n Na Ac 5,6 |5100 + 0,94) — 0,84 + 0,89 
| + 0,015n H Ac | 
| 0,016 m Phosphat 6,04 1,49 5,8 5100+ 1,15, —1,09 + 1,12 + 11,3 
|0,015 m Phosphat 7,39 1,68 6,0 (4800 + 0,96, —0,95 +0,96 + 11,2 
0,015 m Phosphat 7,49) 1,53 5,9 4800+ 1,19} —0,97 (+1,08 + 11,7 


1 O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 286, 81, 1936. — ? Ebenda 
275, 11, 1934. — * O. Meyerhof, P. Ohlmeyer u. W. Mohle, Naturwiss. 25, 
172, 1937. 
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zymase befanden!. Zum Vergleich wurden stets zwei Verdiinnungen 
der im Biigel des Kataphoreseapparats vorhandenen Cozymaselésung 
mit bestimmt. Diese durfte gegeniiber der Ausgangslésung nicht ver- 
andert sein. Die Resultate sind in der vorstehenden ‘abelle I zu- 
sammengestellt. 

Da Sinn und GréBe der Wanderung von der Ladung der Ionen 
abhangt, ist es klar, daB die Kurve der Wanderungsgeschwindigkeit 
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Abb. 3. Elektrotitrationskurve der Cozy- Abb. 4. Elektrotitrationskurve des Adenins, 
mase. Die Pfeile geben die Richtung der gelést in 2 Aquivalenten Salzsiiure zum 
Theat an. (Priparat 24, Reinheitsgrad Vergleich mit Abb. 3. PK = 4,2 (PKR 
0,95.) Tsoelektrischer Punkt 2,9, PK, 2,2; = 9,8). 

PK, 3,95. 


gleichzeitig die Dissoziationskurve der Substanz darstellt. Demgema’ 
ergibt die Elektrotitrationskurve Abb. 3 eine vollstandige Uberein- 
stimmung mit derjenigen der Ionenbeweglichkeit. Der obere Teil 
stimmt mit der von Luler veréffentlichten? vollstandig tiberein (py = 3,9). 
Der untere zeigt das Vorhandensein einer weiteren Dissoziationsstufe, 
die der kathodischen Wanderung entspricht und bei px 2,1 gelegen ist. 
Zur Deutung der beiden Dissoziationsstufen ist auf Abb. 4 die Elektro- 
titrationskurve des Adenins wiedergegeben, wenn es in zwei Aquivalenten 
Siure (n/10 Salzsdure) gelést und zuriicktitriert wird. Man _ sieht 
daraus, daB die Titrationskonstante des Adenins PK, = 42 ist (ent- 


sprechend einem px, = 9,8), und fast genau mit dem px, der Co- 


1 Vgl. P.Ohlmeyer, diese Zeitschr. 287, 212, 1936. 2 Schlenk u. 
Euler, Naturwiss. 24, 794, 1936. 
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zymase (4,0) iibereinstimmt. Die auf der kathodischen Seite gelegei« 
Titrationskonstante entspricht einem px, von 2,0 und entspricht der 
ersten Dissoziationskonstante der Phosphorsiure. Wenn man noch dic 
nicht titrierbare starke Dissoziation des Pyridiniumstickstoffs: 
o- 
Wt RO PO, & 

hinzunimmt, so wiirde danach die Cozymase ein Quadrupol sein, weil 
man fiir die Deutung der kataphoretisch erfaBten beiden Dissoziations. 
stufen die Voraussetzung eines Zwitterions machen mu. Fiir die 
Bindung der Phosphorsaure geht daraus die Richtigkeit der Hulerschen 
Annahme hervor, daB die beiden Phosphorséuregruppen unter sich 
verbunden sind und da nur eine einzige Saurevalenz frei ist. 


Hexahydrocozymase. 


Zum Vergleich mit der Cozymase wurde die Elektrotitrationskurve 
der mit Platin vollstandig hydrierten Cozymase (Cz H,), des Hexahydro- 
pyridinnucleotids nach O. Warburg und Christian, bestimmt. Die 

Hydrierung wurde von P. Ohlmeyer 
] in dest. Wasser vorgenommen: 
| j { nach AbschluB der Wasserstoff- 
/ | aufnahme wurde abfiltriert und 
| 
1 
| 





mit Alkohol gefallt. Man sieht auf 

Abb. 5, daB eine Saurevalenz mit 

der Titrationskonstante px 8,7 hin- 

zugekommen ist. Danach diirfte 

diese Verbindung mit der reversibe! 

hydrierten Cozymase (CzH,) in 

ihrer Konfiguration nicht vollig 

iibereinstimmen, denn bei der letz- 

teren entsteht durch die Hydrie- 

rung eine starke Sauregruppe, die 

ein volles Aquivalent CO, aus 

Bicarbonatlésung austreibt!. Das 

i > , 4.07 3 muB dem Freiwerden der ersten 
—" Dissoziationsstufe der Phosphor- 
Abb. 5. Elektrotitrationskurve von Hexa- sdure bei der Hydrierung des Py. 


hydrocozymase. Isoelektrischer Punkt pq 3,1; ‘dinri h ou der 
Px, nicht titriert, Px. 4,0, Px, : 87. TIC Inringes entsprec en, hn. acer 
: Reaktion 








Z -= 
2> NH HOPO,R 
ARIES ES RNS 


Wie dieser Unterschied zu erklaren ist, mu8 vorlaufig offenbleiben. 


1 Haas, diese Zeitschr. 285, 368, 1936. 
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Hexokinase'. 


Das kataphoretische Verhalten der Hexokinase kann einen Anhalts- 
punkt dafiir geben, ob das durch Fiallung mit 50° igem Alkohol aus 
autolysierter Hefe erhaltene Ferment, dem dieser Name gegeben wurde, 
in seinem physikalisch-chemischen Verhalten identisch ist mit der 
..Heterophosphatese** von Euler?, die durch Kohlensaurefaillung aus 
Hefemazerationssaft gewonnen werden kann und von dem Warburgschen 
.Zwischenferment“ durch Adsorption an Tonerde abgetrennt wird. 
In ihrer biochemischen Wirkung stimmen beide Fermente nahezu, wenn 
auch nicht quantitativ, iiberein. Die Bestimmung einer ,,Einheit‘‘ bei der 
,.Hexokinase“ ist schwieriger als bei der Cozymase oder bei sonstigen 
Garungsfermenten, weil sie nur gepriift werden kann in Anwesenheit 
von aktivem glykolysierenden Ferment aus Muskulatur, das fiir sich 
allein Glykogen spaltet, aber nicht Glucose. Wird es durch Hexokinase 
zum Umsatz der Glucose befahigt, so steigt in einem gewissen Bereich 
die Spaltungsgeschwindigkeit mit der Konzentration der Hexokinase 
annahernd proportional, doch hangt die absolute GréBe der Glykolyse 
auBerdem von der Konzentration und Aktivitét des Muskelferments 
ab: fiir einen gewissen Zeitraum, in dem etwa zwei Drittel des vor- 
handenen anorganischen Phosphats verestert werden, ist die Geschwin- 
digkeit der Spaltung zeitlich konstant. Ist das Phosphat gréBtenteils 
verestert, so fallt, wie friiher beschrieben*, die Geschwindigkeit stark 
ab. Als glykolysierendes Ferment diente Acetonpulver aus Muskel- 
extrakt, von dem in der Regel 50 mg in einem manometrischen Ansatz 
von 2,0 cem verwandt wurden. Hinzu kommen 0,2 cem m/10 Phosphat, 
0,l ecm 5,2°%iges Natriumbicarbonat, 0,2 cem 6°,ige Glucose, sowie 
eine gewisse Menge Hexokinaselésung. Diese wurde in der friiher be- 
schriebenen Weise dargestellt, in der Regel wurde sie dreifach ver- 
diinnt zusammen mit der Pufferlésung in den Kataphoreseapparat 
gefiillt. Nach der Wanderung wurden im allgemeinen 0,3 ccm und 
0,9cem aus jeder Zelle zum glykolytischen Fermentansatz gegeben. 
Fiir geringe Verdiinnungen war der Ausschlag mit 0,3 ccm, fiir starkere 
der mit 0,9 cem fiir die Berechnung maBgebend. Nachdem fiir jede 
Kammer der Gehalt aus der Glykolysegeschwindigkeit (CO, pro 1 Minute 
und 1 cem Lésung) berechnet war, wurde er in Prozenten der im Biigel 
des Kataphoreseapparats befindlichen Hexokinasekonzentration aus- 
gedriickt. Dabei miissen bei der Berechnung der Glykolysegeschwindig- 
keit die ohne Hexokinase erhaltenen Umsatze in Abzug gebracht werden, 
die unter geeigneten Umstainden nur 1 bis 2°, der durch mittlere 
Hexokinasemengen erzeugten ausmachen. Die aus autolysierter Hefe 


1 0. Meyerhof, diese Zeitschr. 183, 176, 1927. — ? Euler u. Adler, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 235, 122, 1935; O. Meyerhof, Naturwiss. 23, 850, 
1935. — % O. Meyerhof, diese Zeitschr. 183, 176, 1927. 
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hergestellte Hexokinase konnte nur in dem pu-Bereich zwischen 7.5 
und 5 untersucht werden, da sie unterhalb py 5 ausflockt. Mit Gummi 
arabicum als kolloidem Stabilisator und ahnlich mit Hefegummi wird 
die Bestindigkeit etwas besser, aber auch so ergeben sich noch unrege'- 
maBige Resultate. Anders ist dies mit der durch Kohlensaurefallung 
erhaltenen Fermentfrakt?on aus Mazerationssaft. Diese kann in dem 
Bereich von px 7,5 bis 3,5 untersucht werden. Sie besitzt einen iso- 
elektrischen Punkt von etwa 4,8. Die Resultate sind in gleicher Weise 
wie fiir Cozymase in Tabelle II zusammengestellt und auBerdem in 
Abb. 6 wiedergegeben. Obgleich die Punkte fiir die beiden ver- 
schiedenen Praparate nicht zusammenfallen, erscheint wegen der 
Unbestandigkeit der aus autolysierter Hefe gewonnenen Hexokinase 
in etwas saurer Lésung eine Entscheidung iiber die Identitat nicht 
méglich, da Begleitstoffe die Eigenschaften der Fermentproteine 
beeinflussen kénnten. 


Tabelle II. A. Hexokinase aus autolysierter Hefe. B. Hexokinase 
aus CO,-Fallung des Mazerationssaftes (,,Heterophosphatese’). 





| {| 
. , Suspensionslésung : -3 Milli- i — 
Nr. fiir Kataphorese Pu *-10-: amp. t j|anoden- kathoden- | Mittel- | 


Wanderung in cm 
= ~ .10- 
Sek. || wiirts wiirts wert | “-! 





0,01 m Phosphat 7,4 6,0 | 5400 1,15 —1,26 | 1,20 | 10,5 
001m, 7,4 | 1,63 | 60/5700 1,02 —1,06 | 1,04) 9.0 
0,015m 6,1 5,0 6000 0,74 —0,87 | 0,805 7.9 
0,016m 6,03, 140 5,0 | 6000 0,86 —0,97 091 85 


Na Ac + HAc... | 4,93 6,0 | 5700, 0,47) —0,23 | 0,35 3,45 
NaAc+ HAc... 4,9 ) 5,0 | 6900, 1,02 —0,55 | 0,8 
NaAc + HAc | 
+-Gummiarab. 4,17 ( 2, 10860 0,20 

“B8 0,01 m Phosphat 7,59 6000; 1,28 -—1,11 1,17 

9 (0,01 m ai 7,24 ‘ E 6000, 1,01, —0,76 | 0,89 
10 NaAc+ HAc...| 5,07 6000, 0,06) —0,05 0,055 0,63 
11 | NaAc+ HAc... | 4,91 6000 0,16 — 0,16 1.6 


12 NaAc+HAc... 4,2 | 3,0 7200 + 0,76 |-0,76 | - 5.2 
13. HAe 3 6600 —1,44| +1,68 |-1,56 | -12,5 


Der Wanderung des Ferments ahnlich war die Wanderung des 
gesamten Proteins, gemessen am Kjeldahl-Stickstoff, aber in einem 
gréBeren Bereich ,,verschmiert’‘, was sich dadurch erklart, daB die 
Praparate eine groBe Zahl von Proteinen enthalten mit untereinander 
verschiedenen isoelektrischen Punkten. — Falls bei der enzymatischen 
Wirkung die Hexokinase an Glucose oder Adenylpyrophosphat oder 
an beides in gréBerem Umfange gebunden wiirde, ware eine Beeinflussung 
der Wanderungsgeschwindigkeit durch Zusatz dieser Substanzen zu 
erwarten. Adenylpyrophosphat ergab, auf gleiche Weise gepriift, bei 
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pa 7,4 eine anodische Wanderung = 30.10-. Bei diesem pn zeigte 
sich in der Kombination Adenylpyrophosphat + Hexokinase sowie 
Adenylpyrophosphat ++ Glucose + Hexokinase gegeniiber den in Ta- 
belle I wiedergegebenen Versuchen kein wesentlicher Unterschied, wenn 
auch die Resultate etwas schwankten. Da man aus verschiedenen 
Griinden eine sehr weitgehende Dissoziation des Co-Euzymferment- 
komplexes annehmen mu, ist dieses 

Resultat verstindlich. Eine Kataphorese- #7” 
messung mit dem glykolytischen Fer- anuj an 
ment des Acetonpulvers aus Muskel- w 3 
extrakt ergab fiir dieses bei pu 7,3 eine 
anodische Wanderung u = 4. 10~. 





-+ 





Zymohe xase. 

Fiir den Zweck einer méglichen 
Reinigung wurde das kataphoretische 
Verhalten der Zymohexase untersucht. 
Wie frither gefunden!, ist die Geschwin- 
digkeit der Gleichgewichtseinstellung 
proportional der Fermentkonzentration, 
andererseits wird die Lage des Gleich- Abb. 6. Kurven der Wanderungs- 


: : Fa eschwindigkeit von Hexokinase. 
gewichts (Hexosediphosphorsiure = 2 . T aeeeittinids am eate. 














Dioxyacetonphosphorsaure) durch Ande- lysierter Hefe, —.+—-+ Hexo- 
: P kinase aus CO,-Fallung des Maze- 
rung der Fermentkonzentration nur in vallenteniies Ghdiesche Wetesw- 


geringem Grade beeinfluBt. Zur Wan- phosphatese). Isoelektrischer 


2 c : Punkt 4,8. 
derung selbst diente 15 bis 16 Stunden 


dialysierter Muskelextrakt, entweder nahezu unverdiinnt oder fiinffach 
verdiinnt. Im ersteren Falle wurde der Kammerinhalt vor Ausfiihrung 
der enzymatischen Priifung 25mal verdiinnt, in letzterem Falle 
fiinffach. Zum Vergleich wurde die Lésung in dem Biigel des Appa- 
rats, teils mit derselben Verdiinnung, teils mit doppelter und mit fiinffach 
stirkerer Verdiinnung angesetzt (im Héchstfall also mit 125facher Ver- 
diinnung des Muskelextrakts). Es wurden dann 2,5 mg P,O;-Hexosedi- 
phosphat und 0,7 mg P,O;-anorganisches Phosphat auf 8 ccm Gesamt- 
losung zugesetzt und die Gleichgewichtseinstellung bei 40° vorgenommen. 
Meist wurde der Umsatz in drei Zeiten bestimmt, einer langen (15 Mi- 
nuten), bei der in den nicht zu weitgehend verdiinnten Ansiatzen das 
Gleichgewicht vollstandig erreicht ist, und in zwei kurzen Zeitintervallen 
(meist 30 und 75 Sekunden), wo in den wenig verdiinnten Ansitzen 
1), bis 1/, des Umsatzes erreicht war. Die GréBe des Umsatzes mit den 
verdiinnteren Zellinhalten unter gleichen Umstanden wurde in Prozenten 
des Umsatzes der Kontrollansaétze ausgedriickt und als Ma fiir die 


1 O. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 271, 89, 1934; 0. Meyerhof, 
ebenda 277, 77, 1935. 
Biochemische Zeitschrift Band 294. 17 
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Konzentration des Ferments genommen. Der Umsatz wurde stets aus 
der Differenz: Alkaliverseifbares P,O; — direkt bestimmbares P, 0, 
berechnet. Die Bestimmung der Geschwindigkeit ist hier zwar etwas 
weniger genau als bei der Hexokinase; da aber keine Komplikationen 
durch das Zusammenwirken mehrerer Fermente vorkommen, sind dic 
Werte besser reproduzierbar. Es ergibt sich das bemerkenswerte 
Resultat, daB der isoelektrische Punkt des Ferments bei etwa pu 6,9 
gelegen ist und schon bei pu 6,2 das 
Ferment stark kathodisch wandert. 
Obendrein ist die Kurve der Wande- 
rungsgesch windigkeit am isoelektrischen 
Punkt deutlich gekriimmt (Abb. 7), das 
Fermentprotein muB8 also sehr viel 
weniger in dem Bereich von px7 bis 
10 dissoziierbare Sauregruppen besitzen 
als solche Basengruppen, die zwischen 
pu 5 bis7 dissoziierbar sind. Die Kata- 
| ~phorese bei pu-Werten iiber 8 wurde 
mit Veronalpuffer nach Michaelis aus- 
Abb. 7, . Kuve dee: Wendenane?- gefihrt'. Die Gesamtkonzentration 
geschwindigkeit von Zymohexase. Iso- des Puffers in dem Apparat betrug 
eee ee oe 2.5.10-?n. Besonders wegen der Phos- 
phat bestimmungen ist der Veronalpuffer einem Phosphatpuffer iiberlegen, 
weil sonst Anderungen der Konzentration des anorganischen Phosphats 
bei der Bestimmung des alkaliverseifbaren Phosphats zuFehlern An- 
laf geben kénnen. 


8-108 
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Zusammenfassung. 


Es werden kataphoretische Messungen an der Cozymase, der 
Hexokinase und der Zymohexase ausgefiihrt. Die Cozymase besitzt 
einen isoelektrischen Punkt bei px 3, die Kurve der Wanderungs- 
geschwindigkeit und die Elektrotitrationskurve stimmen_ iiberein. 
Bei der Hexahydrocozymase (CzHg) kommt eine schwache Saure- 
valenz (px 8,7) hinzu. 

Das Ferment Hexokinase, dargestellt durch Kohlensaurefallung 
des Mazerationssaftes, hat einen isoelektrischen Punkt von etwa 4,9. 
Das aus autolysierter Hefe dargestellte Ferment zeigt ein etwas anderes 
kataphoretisches Verhalten, doch lassen sich wegen der Unbestandigkeit 
der Fermentlésungen keine sicheren Schliisse tiber die Identitat beider 
Proteine ziehen. 

Die Zymohexase hat einen isoelektrischen Punkt bei px 6,9; dic 
Kurve ihrer Wanderungsgeschwindigkeit steigt nach der alkalischen 
Seite viel schwacher an als nach der sauren. 


! J. of biol. Chem. 87, 33, 1930. 





Uber die Umwandlung von Fructose in Glucose in der Leber. 


Von 
Tokusuke Goda (Tokio). 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg.) 
(Eingegangen am 2. Oktober 1937.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Nachdem es als sicher gelten kann, daB der anaerobe Abbau der 
Kohlenhydrate auf dem Wege iiber Phosphorylierungsprodukte des 
Zuckers verlauft und manches dafiir spricht, daB auch fiir die Glykogen- 
bildung! und méglicherweise fiir die Zuckerresorption und -ausscheidung? 
eine intermediare Veresterung erforderlich ist, muS man fragen, ob 
nicht auch fiir andere Umwandlungen des Zuckers die Phosphorylierung 
eine Rolle spielt. In erster Linie ist an die Isomerisierungsreaktionen 
zu denken, von denen der Ubergang von Fructose in Glucose der 
bekannteste ist. Dieser spielt sich nach den Befunden von /saac* nur 
in der intakten Leber ab, weder in anderen Organen noch auch in 
Leberbrei oder -extrakt. 


Auf Vorschlag von Herrn Professor Meyerhof habe ich untersucht, 
ob sich Anhaltspunkte dafiir gewinnen lassen, daB der Ubergang von 
Fructose und ahnlich von Galaktose in Glucose auf dem Wege der 
Veresterung zustande kommt. Als Material benutzte ich nach der 
Warburgschen Methode hergestellte Leberschnitte von Ratten. 


Methoden. 


Zur quantitativen Verfolgung der Umwandlung von Fructose und 
Galaktose in Glucose stehen verschiedene Methoden zur Verfiigung. Die 
Umwandlung von Fructose laBt sich verhaltnismaBig einfach und genau 
mittels der Anderung der polarimetrischen Drehung messen, wobei eine 
Eichkurve fiir gleiche Gemische von Glucose und Fructose zum Vergleich 
dient. Gemessen [«];4¢9 fiir Glucose + 62°, fiir Fructose — 111°. AuBerdem 
wurden Fructose und Glucose chemisch bestimmt; erstere mittels der von 
Roe* verbesserten Methode von Seliwanoff. Sie gibt auf etwa 10°, genaue 
Resultate. Die Glucose wurde durch Jodtitration nach Waéllstdtter und 
Schudel in der Ausfiihrungsform von McLeod und Robison bestimmt °. 
Die gesamte Zuckermenge wurde nach Hagedorn-Jensen titriert. In langeren 


! Harrop u. Mitarbeiter, J. of biol. Chem. 59, 683, 1924. —- 2? Verzar, 
Ergebn. d. Physiol. 32, 391, 1931; Wilbrandt u. Laszt, diese Zeitschr. 259, 
398, 1933. H. Lundsgaard, ebenda 264, 209, 1933. —- * Isaac, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 89, 78, 1914; Isaac u. Adler, ebenda 115, 105, 1921. — 
4 J. of biol. Chem. 107, 15, 1934. — ® Biochem. J. 28, 517, 1929. 
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Zeiten nimmt sie in Sauerstoff wegen Veratmung ab. Die Zubildung von 
Zucker infolge Hydrolyse von Glykogen ist geringfiigig; sie ergibt sich au 
einem Kontrollansatz der Leberschnitte ohne Zucker. Eine weitere Korrektu: 
fiir aus der Leber ausgelaugte jodbindende Substanz muB bei der Glucose 
titration angebracht werden. Diese Korrekturen sind nicht betrachtlic! 
und daher findet man auf polarimetrischem und chemischem Wege fast 
denselben Verlauf der Reaktion. Fiir die Rechnung wurde das Mitte! 
zugrunde gelegt. Die Umwandlungsgr6Be berechnet sich aus dem nach 
einer bestimmten Zeit vorhandenen Anteil der Glucose am Gesamtzucke1 

Zur Unterscheidung von Galaktose und Glucose diente die Vergiarbar 
keit durch Backerhefe innerhalb 3 Stunden. Wird nach Meyerhof und 
Schulz! Ammonsulfat zum Géaransatz zugesetzt und die Garung in reiner 
Kohlensaure bestimmt, so wird Glucose zu 94°, vergoren, Galaktose nicht. 
Fiir die Zuckerbestimmungen wurde nach Folin-Wu mit Natriumwolframat 
und Schwefelséure enteiweiBt, fiir Phosphatbestimmung mit Trichloressig- 
sdure. Gelegentliche Glykogenbestimmung wurde nach Pfliger in der von 
Meyerhof und Lohmann? beschriebenen Mikroanordnung ausgefiihrt. Die 
Atmung wurde manometrisch nach O. Warburg gemessen. 

Sollte die Umwandlung in Glucose auf dem Wege der Veresterung 
vor sich gehen, so war zunachst daran zu denken, daB aus Fructose 
Fructose-6-Phosphorsaure entstehen kénnte, die mittels der von Lohmann 
entdeckten ,,Phosphohexomutase‘‘* sich in den Gleichgewichtsester 
umwandelte ; wenn das Gleichgewicht erreicht ware, wiirden die Hexosen 
mittels Phosphatase im ,,Gleichgewichtsverhaltnis’’ abgespalten. 

Bereits die ersten Versuche zeigten, daB eine so einfache Deutung 
nicht zutrifft. Die Umwandlung von Fructose in Glucose geschieht 
nur in Gegenwart atmenden Lebergewebes, nicht in Stickstoff und nicht 
nach Zusatz atmungshemmender Stoffe, auch nicht in zerstérten Zellen. 
Auch fiihrt die Umwandlung der Fructose nicht zu einem Gleich- 
gewicht und schreitet unabhangig davon fort, ob eine gewisse Kon- 
zentration Glucose vorgegeben wird oder nicht. Die Geschwindigkeit 
hangt offenbar nur von der Anwesenheit “bestimmter Mengen un- 
geschadigten Gewebes ab; sie nimmt daher mit der Zeit stark ab, so 
da8 eine restlose Umwandlung nie erreicht wird. Dabei ist jedoch die 
Endverteilung ganz verschieden, je nach den Versuchsbedingungen. 
Sehr klein ist die Umwandlung in verfetteten Lebern. SchlieBlich 
spricht auch gegen ein Gleichgewicht, daB niemals aus Glucose Fructose 
entsteht. 

Belege. 

Versuch 1 zeigt die Abhangigkeit der Glucosebildung von der Anwesen- 
heit des Sauerstoffs. In 3 Stunden sind aus 55 mg Fructose in Sauerstoff 
21 mg, in Stickstoff 1 mg Glucose entstanden. Aus der Jodtitration ergibt 
sich, unter Abzug des Blindwertes, in Sauerstoff 18,6 mg Glucose, in Stick- 
stoff 0,6 mg. Die Gesamtzuckermenge ist gleichgeblieben. 


1 Diese Zeitschr. 287, 206, 1936. — 7 Ebenda 171, 381, 1926. — 
3 Ebenda 262, 137, 1933. 
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Versuch 2 und 3 zeigt, daB die Umwandlung nach etwa 4 Stunden 
nicht weiter fortschreitet, bei beidemal verschiedenem Endwert. Auch hat 
die Vorgabe von Glucose keinen Einfluis; in Versuch 2 sind 16,5 mg Glucose 
vorgelegt. in Versuch 3 55mg. In Abb. | ist dasselbe fiir zwei weitere 
Versuche gezeigt. 

Erheblich geringer ist die Umwandlung von Galaktose (Versuch 7 
und 5). Auch hier ist der Umsatz nach 4 Stunden annahernd beendet, 
obgleich die Umwandlung viel langsamer geht. Auch dies diirfte mit dem 
allmahlichen Absterben des Lebergewebes zusammenhingen. Der Glykogen- 
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Abb. 1. 
Umwandlung von Fructose in Glucose in der Rattenleber. Leber {, Zusatz 27,5 mg Fructose, 
la @=—@ Glucosebildung, Ib @———@ Fructoseschwund, le 4 + Glucosebildung 
bei 55mg Glucosezusatz, [d +-———<—+ Fructoseschwund, 55mg Glucosezusatz; Leber II, 
Zusatz 27,5 mg Fructose, tlao © Glucosebildung, ITbo---—o Fructoseschwund, 
Ile x * Glucosebildung, 55mg Glucosezusatz, Ild x— - —X Fructoseschwund, 55 mg 
Glucosezusatz. 


Durch Vorgabe von Glucose wird die Umwandlung etwas verlangsamt, fiihrt aber zum 
gleichen Endzustand. 


gehalt, der ebenso wie in einigen Versuchen mit Fructose bestimmt wurde, 
hat sich nicht geaindert. Die Abhangigkeit der Umwandlung von der An- 
wesenheit von Sauerstoff zeigt Versuch 5, ebenso auch, daB Vorgabe von 
Glucose oder Fructose keinen wesentlichen EinfluB hat. 


Versuch 1. Umwandlung von Fructose in Glucose. 


Je 1 g Leberschnitte in 11 cem 0,5 °,iger Fructoselésung. 3 Stunden bei 37°. 
EnteiweiBung nach Folin-Wu. 





Ansatz Polarimetrie Glucose (Jod) 


diy, SEs TRO ne Ree Gesamt- 

Nt. Fructose : Drehung* Fructose Glucose zucker 
Leber Gas BSR Ue mg korr. 

mg gemessen mg mg mg 


55,0 ohne Oy, 0,65° 55,0 

0 mit O, 0° 0 (0) 
55,0 * Og — 0,25° 32,8 ‘ 23.4 18,6 
55,0 a N, | —0,64° 64,0 ‘ f 0,6 


* Proben fiir Drehung 1,75fach verdiinnt. 
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Versuch 2. 


Umwandlung von Fructose in Glucose. 


1g Leberschnitte in 5,5 cem 0,5 °oiger Fructoselésung, O, mit 5°, CO, 
bei 37° C. 





Ansatz 


Ver- 





NI. | Fructose | Glucose 


mg mg 


27,5 0 
16,5 

0 

0 

0 

0 
16,5 


zel 
| Leber 
3 Std. 


| 
| ohne 
= 


mit 


16,5 | 


suchs- 


Polarimetrie 





} 
| — 0,55° 
0,39 
0 
- 0,07 
+ 0,18 
| + 0,23 
+ 0,10 
+ 0,36 | 


mg | 


0 
12,1 
7,0 
6,3 
12,4 
4,5 


Versuch 3. 
Dieselbe Anordnung wie Versuch 2. 


t Fructose | Glucose 
j Drehung | | 
| 


mg 


0 
15,1 
20,2 
20,9 
30,8 
35,9 


Glucose 


(Jod) 
mg 


0,9 


16,3 
1,6 


Ge- | Zu- 
samt- | nahn 
zucker | Glucos+ 


| 
mg mg 


28,6 


40,4 





Ansatz 


- | Fructose | Glucose 


mg mg 


0 
55,0 

0 

0 

0 

0 

0 
55,0 
55,0 
55,0 
55,0 


Ver- 
suchs- 
zeit 

Std. 


Leber 


ohne 
Lhd 
mit 
% 


” 


Polarimetrie 


Fructose 


Drehung 


— 0,559, 


+ 0,11 
Qo. | 
— 0,26 | 
+ 0,02 
+ 0,05 
+ 0,05 
+ 0,32 | 
+ 0,57 | 
+ 0,60 
+ 0,59 | 


mg 


0 
15,2 
7,3 
6,2 
6,3 
17,8 
9,2 
7,0 | 
74 | 


Glucose || 


mg 


0 
8,4 


141 | 
| 14,2 | 
| 142 


62,2 


| 65,3 
| 67,0 


66,7 


Glucose 


(Jod) 


mg 


0,2 
57,5 

2,04 

8,3 
14,3 
14,7 
14,6 
63,7 
67,0 
67,3 
67,4 


Glucose 
Zu- 

nahme 
mg 


Ge- 
samt- 
mucker 

mg 


28,1 
84,5 

1,8 
23,6 
21,4 
20,4 
20,5 
80,0 
74,5 
74,0 
74,1 


8,7 

| 12,0 
12, 
12,4 


Versuch 4. 
Umwandlung von Galaktose in Glucose. 
1g Leberschnitte in 5,5cem 0,5%iger Galaktoselésung. O, mit 5°, CO, 
bei 37°C. 





Girfihiger 
Zucker 
(Glucose) 


Ansatz | 


Gesamt- 
zucker 


a Glykogen 


Galaktose 


mg 


27,5 
0 
27,5 
27,5 
27,5 


27,5 


Leber 


ohne 
mit 


Std. 


| 
| 


i 


mg 


0,15 
0,65 
4,35 
5,25 
4,85 


mg 


22,2 


2,5 
24,7 
26,3 
27,3 
27,3 


mg 


0,24 
0,26 
0,24 
0,24 
0,26 


Reduktionsvermigen von Galaktose ist 82,5 °/) desjenigen von Glucose. 
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Versuch 5, 
EinfluB von Glucose und Fructose auf die Umwandlung 
von Galaktose in Glucose. 
1 g Leberschnitte in 5,5cem Zuckerlésung. 5 Stunden bei 37°C. 





Ansatz Zubildung 
hi ——__________—_|| von giirfiihigem ilvkogen 
| Galaktose Glucose Fructose Gas Zucker os 
mg mg mg : mg. mg 





0 0,/CO, 0,43 

0 OCO, | 4,3 0,85 
9,1 0,/CO, 6,6 0,95 
9,1 N,/CO, ; 0,86 
0 0,/CO, ; 0,96 
0 ¢ No/CO, | ) 0,47 


.~ . 
Or Ot Or Or 


sll -1-1 10 
my m 
) 


DO DO bO LO bo 


Wenn nun auch die einfache Vorstellung, da8 die Umwandlung in 
xlucose nur auf der Bildung des Gleichgewichtsesters beruht, nicht 
aufrechterhalten werden kann, so bleibt doch die Méglichkeit be- 
stehen, daB sie von einer Phosphorylierung abhangt, die mit der Atmung 
gekoppelt ist. In der Tat ergeben sich hierfiir verschiedene wichtige 
Anhaltspunkte. 

Zunaichst kann man durch Phlorrhizin, das, wie es scheint, in 
spezifischer Weise die Phosphorylierung des Zuckers hemmt!, auch die 
Umwandlung von Fructose in Glucose hemmen, und zwar in solchen 
Konzentrationen, die noch keinen Einflu8 auf die Atmung haben. 
Als Beleg diene Versuch 6, wo in der letzten Spalte die AtmungsgréBe 
als Qo, (emm Sauerstoff pro mg Trockengewicht und Stunde) ver- 
zeichnet ist. Ahnlich wie Phlorrhizin verhalt sich Fluorid, das zwar 


Versuch 6. 
EinfluB von Phlorrhizin auf die Umwandlung von Fructose 
in Glucose. 
lg Leberschnitte in 5,5cem 0,5%iger Fructoselésung. 4!/, Stunden in 
O, mit 5% CO, bei 37°C. 





i i} ‘ : 
Ansatz | ,  Polarimetrie RE, a 
a : Fruc- Glu Q, ) 


iF lk se » | Gesamt- | Hem- 
Nr. | Frue- | Fruc-| Glu- | tose | cose (in 30 Min 
¥ Phlor- | ‘ . R Jod zucker mun ‘ 
_ by ar | Drehung tone — acoel fe ) ' s gemessen) 
| mg i | mg | mg mg mg | mg 





27,5 0 + 0,219! 1,7 | 20,6 1,5; 19,6 22,3 10,8 
12,0 
| 27,56 m/1000 — 0,15 2} 11,8 || 11,8) 12,5 | 25,0 10,4 
m/500 = — 0,28 9,3 | 13,0; 9,9; 25,6 9,7 
m/150 — 0,45 | 23 3,3 || 21,6; 5,3); 26,3 9,3 

10,0 
| 27,5, m/50 5,6 


i 


| 2 
2 


7,5 
7,5 


' EK. Lundsgaard, diese Zeitschr. 264, 209, 1933. 
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nicht die Veresterung, wohl aber die Abspaltung der Phosphorsaur 
hemmt, wenn auch erst in héheren Konzentrationen als die Umwandlun: 
der Phosphoglycerinsiure in Phosphobrenztraubensaure. Jedenfalls 
wird durch m/100 Fluorid, das noch keinen Einflu8 auf die Atmung hat 
die Umwandlung von Fructose in Glucose um etwa 60° gehemmt. 
Versuch 7. Keine Hemmung tritt mit m/500 Oxalat ein und die mit 
Jodessigsiure beobachtete Hemmung der Umwandlung geht der 
Atmungshemmung etwa parallel. 

Versuch 7. EinfluB von NaF auf die Umwandlung von Fructose 

in Glucose. 
1g Leberschnitte in 5,5 cem 0,5° iger Fructoselésung. 4 Stunden in 0, 
mit 5° CO, bei 37°C. 





Ansatz Polarimetrie 


del aalvie sine] Peae- 

Frue- Frue- Glu- tose Gesamt- Hem- Vo, 
tose NaF Drehung _ tose cose (Roe) — zucker mung — (in 30 Min.) 
mg mg | mg || mg mg 96 


0 + 0,21° 2,8 241.5 24,3 10,0 
m/100  — 0,29 | 17,4 7,9 20,4 25,3 63 10,2 
m/50 6,3 


Es diirfte die Veresterung sein, die mit der Atmung verkniipft ist, 
ganz ahnlich, wie in den soeben aus dem Lundsgaardschen Institut 
veréffentlichten Versuchen von Kalckar 1. Méglicherweise liegt den Vor- 
gingen ein ahnlicher Mechanismus zugrunde, wie bei der Koppelung 
zwischen Hydrierung der Cozymase und Bildung von Hexosemono- 
phosphorsaiure aus Zucker und anorganischem Phosphat?. Jedenfalls 
wird die Umwandlung zugesetzter Fructosemonophosphorsaure in 
Gleichgewichtsester und die anschlieBende phosphatatische Spaltung 
durch die Abwesenheit von Sauerstoff nicht beeinflu8t und geht in viel 
kiirzerer Zeit vonstatten als die Umwandlung der Fructose. 

Vgl. Versuch 8. Hier ist die Umwandlung schon mit 0,3 g Leber- 
schnitten (statt 1,0 g in den iibrigen Versuchen) in 10 Minuten praktisch 
zu Ende, d.h. es sind wenigstens 80°, Gleichgewichtsester entstanden, 
wahrend bereits 30°, phosphatatisch gespalten sind; in 2 Stunden sind 
75°, phosphatatisch gespalten. 

Die Untersuchung der aus dem Ester abgespaltenen Zucker wirft 
nun ein neues Licht auf den Mechanismus der Isomerisierungsreaktion. 
Denn wahrend der jeweils noch ungespaltene Teil des Esters auf Grund 
seiner Hydrolysenkurve etwa die Zusammensetzung des Gleichgewichts- 
esters besitzt (d. h. zu etwa 70°, schwer hydrolysierbar ist)*, besteht 
das abgespaltene Zuckergemisch zu einem gréBeren Prozentsatz aus 
Aldose, zu einem niedrigeren aus Ketose. Dies ist deutlich, sowohl wenn 


1 Enzymologia 2, 47, 1937. — * O. Meyerhof, W. Schulz u. Ph. Schuster, 
diese Zeitschr. 298, 309, 1937. — * Vgl. K. Lohmann, ebenda 262, 137, 1933. 
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Versuch 8. Umwandlung von Neuberg-Ester. 
0,3 g Leberschnitte in 6cem Neuberg-Esterlésung in O, mit 5°, CO, bei 37° C. 


- 
Ansatz P, Os Gleich- 


Nr. Neuberg- gewichts- 








Versuchs- 180 Min. 


Ester zeit Anfang (d) hvdrol, Vv — 180 Min. ester 


mg P, 0; Min. 9/9 9/9 sini 0/5 


O, 0 0,6 83,2 0,156 0 
O, | 10 36,1 55,5 0,670 85 
ee 10 32,4 55,1 0,625 

O, | 120 72,8 7 
No || 120 79,5 | 


man Neuberg-Ester, Fructosemonophosphorsaure, als Ausgangssubstanz 
benutzt, wie auch in Versuchen mit Robison-Ester (Gleichgewichtsester), 
denn hier ist nicht nur in Sauerstoff, sondern auch in Stickstoff der 
Ketosegehalt des abgespaltenen Zuckers erheblich kleiner und der 
Aldosegehalt gréBer als in dem als Ausgangsmaterial dienenden Mono- 
phosphat, das doch die Gleichgewichtszusammensetzung besaB. Ein 
derartiger Versuch mit Neuberg-Ester ist unter Versuch 9 wiedergegeben. 


Versuch 9. Neuberg-Ester. 
1g Leberschnitte. 3 Stunden bei 37°C. 





i 
Ansatz Ver- P, 0; 





. Neubero- | suchs- ,- Gesamt- Anf ; 
Nr. || Neuberg Ketose | Aldose | 7 cker — 180 Min. ¥ Vv — 180 Min. 


Ester Gas | zeit - 
oo ¢ 


|}mg P20; | Min. mg mg mg Fo Jo hydrol. °/9 
5,75 |0,/) 0 | (82) 09| 122 | 0 87,3 98,5) 0,114 
5,75 | O,| 180 0,8 | 12,5} 14 79,5 84,3 98,3) 0,745 
5,75 | Ny 180 0,9 104} 1 84.3 89,2 98,3. 0635 


Das Ausgangspraparat, ein aus Hexosediphosphat dargestelltes Barium- 
salz, war nahezu reine Fructosemonophosphorsiure. Der Ketosewert in 
dem nicht aufgespaltenen Ester wird nach der Methode von Seliwanoff-Roe 
zu niedrig bestimmt, namlich zu 60°, aquivalenter Fructose. Tatsiachlich 
entsteht nach. 80°,iger phosphatatischer Spaltung eine Gesamtmenge 
freien Zuckers von 14,1 mg, wahrend sich aus dem zugegebenen Mono- 
phosphat ein Zuckergehalt von 14,5 mg berechnet. Zwei Ansitze mit zwei 
verschiedenen Konzentrationen von Robison-Ester sind unter Versuch l0a 
und 10b wiedergegeben. Das Priparat von Hexosemonophosphorsiure, 
aus Trockenhefe dargestellt, war noch mit etwa 10°, Glycerinphosphor- 
siure verunreinigt!, es besa einen Reduktionswert (Hagedorn-Jensen) 
von 68°, des aquivalenten Zuckers, einen Aldosewert von 48°, der aquiva- 
lenten Glucose und einen Ketosewert nach Seliwanoff-Roe von etwa 20°, 
der aquivalenten Fructose. Das Verhaltnis Aldose : Ketose war etwa 2,5: 1. 
In dem abgespaltenen Zucker dagegen ist sowohl in Sauerstoff wie in Stick- 
stoff der noch restierende Ketosewert so niedrig, daB man ihn auf den noch 
nicht gespaltenen Anteil von 20 bis 30°, des Gleichgewichtsesters beziehen 
darf, so daB danach die freigesetzte Hexose keine Ketose enthielt. 


1 Vgl. Smythe, J. of biol. Chem. 117, 135, 1937. 
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Da nach der Hydrolysenkurve der Restester Gleichgewichtsestcr 
sein muB und da andererseits freie Fructose in Stickstoff nicht in 
Glucose umgewandelt werden kann (vgl. oben, Versuch 1), lieBe sich 
dieses Resultat so verstehen, daB von dem Gleichgewichtsester aus. 
schlieBlich die Glucosephosphorsaéure phosphatatisch zerfallt; sobald 
dies geschieht, muB sich das Gleichgewicht von neuem einstellen uni 
die Zusammensetzung andert sich daher nicht, wahrend gleichzeitig 
aller aus dem Hexoseester abgespaltene Zucker Glucose ware. Der 
Sauerstoff ist danach fiir die Veresterung notwendig. Die einseitige 
phosphatatische Spaltung der Glucosemonophosphorsaure, die von der 
Anwesenheit des Sauerstoffs unabhangig ist, fiihrte dann die restlose 
Umwandlung in Glucose herbei. Auffallig ist aber, daB in beiden Ver- 
suchen der Aldosewert. in Sauerstoff etwas héher ist als in Stickstoff, 
obgleich der Ketosewert fast Null und die Gesamtzuckermenge gleich 
geblieben ist?. 

Dieses Ergebnis, daB zwar die abgespaltene Ketose verschwindet, 
aber nicht die entsprechende Aldose auftritt, zeigt sich noch ausge- 
sprochener am Leberbrei (Versuch 11). Wahrend Leberbrei unver- 
esterte Fructose nicht umwandelt, besitzt er sowohl die Fahigkeit zur 
Einstellung des Gleichgewichtsesters wie auch zu seiner phosphatatischen 
Spaltung. Auch jetzt nimmt der Ketosewert stark ab, der Aldosewert 
aber nicht zu, wihrend der Gesamtzucker dem theoretischen entspricht. 
Es bleibt als mégliche Erklarung, daB unter diesen Umstanden die 
Hexose in einem Zwischenstadium stehen bleibt, das weder Ketose- 
noch Aldosereaktion gibt. 


Versuch 10. Umwandlung von Robison-Ester. 
A. 0,3 g, B. 1,0 g Leberschnitte bei 37°C. 





nn ——= mee mmc 


fs eee eae | ele ee ee 
Nr. | Robison- | euchs- (Roe) ee (Hage- Anfang) 180 Min. 
Ester | Gas || 7elt | wert) dorn) (d) | hydrol. 


mg P.O; | Min. mg mg Ing fo 9 


A. 
2,98 1,54. 3,8 55 || 0 
2,98 048 6,4 6,2 66,0 0,68 
2,98 | N; 0,50 5,4 61 |, 700; 7% 0,65 
298 | 0, || § 0,41 6,9 6,35 || 77,3 0,75 
2,98 | N, 0,42 | 6,2 63 | 79,8 0,69 
B. 
6] 66 {O,| 0 | 186 | 766| 92 
7 || 6,6 60 0,52 898 11,6 
8/ 56 {Ne} 60 ; 056 | 7,24; 114 | 
9/ 66 | 03] 120 | 0,86 | 1146) 123 | 
10| 66 |N,| 120 045 | 724) 113 | 


| V— 180 Min 
si V—d 


0 | 0,64 
3, 83,8 0,53 
7,0; 862 | 0,53 
5, 83,8 | 0,62 
2, 86,8 0,73 


' Nachtrag bei der Korrektur: Durch nachtragliches Einleiten von O 
wird der Aldosewert gleich dem der Ansitze mit O, allein. 
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Versuch 11. Robison-Ester mit 6,15 mg P,O, in 6cem Ringerlésung. 
1g Leberbrei. 





Py Os 


Vv 180 Min. 
V—d 


Versuchs- 


eo Ketose Aldose, @@samt- Anfang 180 Min. 


zucker (d) hydrol. 
Min. mg mg 9} %l9 


Gas 


0 | 1,9 10,5 || 0 30,8 0,67 
60 0,63 : 13,4 |} 76,9 80,2 0,86 


60 | 0,63 ( 13,8 76,9 80,2 0,86 


Wenn die Atmung die Zuckerumwandlung auf dem Wege einer Phospho- 
rylierung herbeifiihrt, kénnte man daran denken, diese Phosphorylierung 
direkt nachzuweisen. Man mu8 aber beriicksichtigen, daB man infolge der 
gleichzeitigen Phosphatasewirkung nur die Resultante von Phosphatauf- 
nahme und -abgabe finden wird. Tatsachlich wird von Leberschnitten, die 
in zucker- und phosphathaltiger Lésung suspendiert sind, in Sauerstoff 
etwas Phosphat verestert, ungefahr 0,15 mg P,O,; pro 0,5 g Leberschnitte 
in 4 Stunden. Durch m/100 Fluorid wird die Veresterung unwesentlich 
(etwa 20°) gesteigert. Die nachweisbare Veresterung ist also im Verhaltnis 
zur umgewandelten Fructosemenge minimal, doch gestattet dies keine 
besondere SchluBfolgerung. 


Zusammenfassung. 


Die Umwandlung von Fructose und ebenso von Galaktose in 
Glucose mittels Gewebsschnitten von Leber ist von der Anwesenheit 
von Sauerstoff abhangig. Sie wird ferner durch Phlorrhizin in einer 
Konzentration, die die Zuckerveresterung hemmt, aber nicht die At- 
mung, vollstandig aufgehoben. Die Umwandlung findet bei vorgegebener 
Glucosemenge in gleichem Umfang statt wie ohne diese und die End- 
verteilung hért nicht bei dem Aldose : Ketoseverhaltnis des Gleich- 
gewichtsesters auf. Die Umwandlung von Newbergscher Fructosemono- 
phosphorsaure in Gleichgewichtsester, der aus etwa drei Teilen Aldose 
und einem Teil Ketose besteht, ist jedoch von der Anwesenheit des Sauer- 
stoffs unabhangig. Andererseits wird aus diesem Gleichgewichtsester 
praktisch ausschlieBlich Glucose abgespalten, und zwar in gleicher Weise 
in Sauerstoff und Stickstoff. Man kénnte daher annehmen, da nur 
die Glucosemonophosphorsaure phosphatatisch zerfallt, daB hiernach das 
Gleichgewicht sich neu einstellt und daB so der ganze Gleichgewichts- 
ester in freie Glucose und anorganisches Phosphat zerfallt. Jedoch ist 
nur in Sauerstoff die verschwindende Fructose sicher als Aldose nach- 
weisbar, wahrend in Stickstoff und noch deutlicher in Leberbrei bei 
gleichgebliebenem Zuckergehalt nach Hagedorn-Jensen fiir die ver- 
schwundene Ketose keine entsprechende Aldosezunahme zu_ ver- 
zeichnen ist. 





verbi 
Gileichzeitige Muskelanalysen an verschiedenen Orten; \bste 
kritischer Beitrag zum Problem der Beziehungen zwischen veber 


Muskelchemismus und Witterung. pe 


beng halb 

Otto Riesser, orhet 

unter Mitarbeit von H. Siillmann-Basel, A. Fleiseh und A. Stouder- um 8 
sierte 
_,dire 
licher 
koger 
Mit .3 Abbildungen im Text. erhal 


Lausanne, K. vy. Neergaard-Ziirich und W. Mérikofer-Davos. 
(Aus dem Schweizerischen Forschungsinstitut Davos, Physiolog. Abteilung. } 


(Eingegangen am 6. Oktober 1937.) 


latior 
In einer Reihe von Arbeiten! haben Riesser, Kunze und Gall: werte 


gezeigt, daB die Musculi tibiales von Kaninchen, in der Narkose ent- eben 
nommen, von Tag zu Tag recht erhebliche Unterschiede des Phosphat- analy 
und Glykogengehalts aufwiesen.~ Analysierte man die Muskeln von 1 
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Abb. 1a. 


taglich zwei neuen Tieren, so zeigte es sich, daB die von Tag zu Tag zu der J 
beobachtenden Unterschiede fast durchweg fiir beide Tiere gleiche Sie w 
Richtung und gleiche GréBe hatten, so daB die Werte an einem suchs 
gegebenen Tage entweder fiir beide Tiere hoch oder fiir beide niedrig daB 
oder endlich fiir beide mittelgroB gefunden wurden. Zeichnet man also Phos 
in kurvenmaBiger Darstellung die taglich gefundenen Analysenwerte in heit 
der Weise, da man jeweils die héheren Werte jeden Tages untereinander beide 
und 
1 Riesser u. Kunze, Naturwiss. 22, 653, 1934; Riesser, Kunze u. Galle. betra 
diese Zeitschr. 275, 169, 1934; 277, 349, 1935. oder 
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verbindet und ebenso die niedrigeren, so laufen beide Kurven in nahem 
\bstand einander parallel. Zur besseren Klairung dieses Sachverhalts 
veben wir in Abb. la einen Ausschnitt aus einer unserer alteren Kurven 
wieder. 

Es hat sich ferner gezeigt, dil} schon inner- AN 
halb ein und desselben Tages die Werte sich eae Shei is | 
erheblich veraindern kénnen, und zwar wieder- 
um so, da® sie fiir je zwei gleichzeitig analy- 
sierte Tiere nahe iibereinstimmen. Die fiir 
direkt bestimmbares‘‘ Phosphat (im wesent- 
lichen Kreatinphosphat) einerseits, fiir Gly- 
kogen in den gleichen Muskeln andererseits 
erhaltenen Kurven stehen in keiner Korre- 
lation zueinander. Aber auch die Glykogen- 
werte schwanken stark von Tag zu Tag und 
ebenfalls gleichsinnig fiir beide gleichzeitig 
analysierten Tiere (Abb. 1b). 

Durch Muskelanalysen von taglich zwei 
neuen Tieren im Verlauf von 3 Monaten ge- 
langten die Verfasser zu einem Material, das 
sich zu einer Untersuchung iiber die Ursachen 
der geschilderten Erscheinungen wohl aus- 
werten lieB. Von vornherein muBte man an- 
nehmen, daB der Gleichgang der Tageswerte 
fiir zwei verschiedene Tiere durch irgendeinen 
iuferen Faktor bedingt ist. DaB die analytische 
Technik einen taglich wechselnden Fehler ent- 
hielt, und zwar sowohl bei den Phosphat- 
wie bei den Glykogenbestimmungen, einen 
Fehler, der sich obendrein bei jedem der beiden 
gleichzeitig untersuchten Tiere in gleicher 
Richtung und gleicher Starke auswirken miBte, 
konnte kaum in Betracht gezogen werden. An 
der Ernihrung konnte es auch nicht liegen. 

Sie war fiir alle Tiere und fiir die gesamte Ver- RSS Sy 
suchsperiode die gleiche. Sehen wir davon ab, > pA 

daB ein Einflu8 der Nahrungsart auf den 
Phosphatgehalt der Muskeln nicht bekannt ist, so kénnte die Gleich- 
heit der Nahrung wohl die gute Ubereinstimmung der Werte fiir 
beide Tiere des gleichen Tages erkliren, nicht aber die erheblichen 
und fiir beide Tiere stets gleichsinnigen, maximal bis zu 230 mg-%, 
betragenden Verschiedenheiten des Phosphatgehalts von Tag zu Tag 
oder die noch viel gréBeren des Glykogengehalts. 
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O. Riesser: 


Eine eingehende Analyse der meteorologischen Daten der Beol) 
achtungszeit fiihrte zu dem Ergebnis, daB eine wenn auch keinesweys 
ideale Korrelation des Ganges der P,O;-Werte mit der Art und dem 
Verhalten der Luftkérper bestand und da8 vor allem der Einbruch 
schroffer Luftmassenwechsel, entsprechend den von Linke! und von 
de Rudder® entwickelten Vorstellungen, fiir stirkere Ausschlige der 
Phosphatwerte bestimmend war’. Dagegen lieBen sich zwischen dem 
Gang der Glykogenwerte und jenen meteorologischen Daten keinerlei 
Beziehungen aufdecken. 


Eine auf dem Jungfraujoch in 3550 m Héhe durchgefiihrte kiirzere 
Versuchsreihe*, die durch gleichzeitige Analysen in der Ebene (Breslau) 
ergiinzt wurde, lie8 zwar, vielleicht wegen komplizierter und sehr schnell 
wechselnder Witterungsverhaltnisse wahrend der Beobachtungszeit, 
nur Teilschliisse zu, zeigte aber schon, daB die GréBe und die Schwan- 
kungen des Luftdrucks fiir das Verhalten der Phosphat- und Glykogen- 
werte ohne Bedeutung sind. 


Nachdem Riesser und Bloch> in einer kurzen Versuchsreihe zu 
Davos gezeigt hatten, daB ahnliche Parallelschwankungen der Phosphat- 
werte auch bei den Muskeln eben getéteter Meerschweinchen zu beob- 
achten sind, und zwar auch an denen von vier gleichzeitig verarbeiteten 
Tieren, und daB8 ein Héhenunterschied von 1100 m, zwischen Davos 
und WeiBfluhjoch, keine Abweichtngen der Kurven voneinander 
bedingte, sollte der Versuch gemacht werden, gleichzeitig an mehreren 
Orten derartige analytische Versuchsreihen durchzufiihren. Bei Be- 
nutzung der gleichen Tierart, der gleichen Zeiten fiir die Muskelentnahme 
und der gleichen analytischen Methoden muBte es sich zeigen, 1. ob der 

yang der Kurven an den verschiedenen Orten der gleiche oder von- 
einander verschieden sei, 2. ob, wenn verschieden, die Witterungs- 
beobachtungen an den gewahlten Orten Anhaltspunkte fiir eine Er- 
klirung der Abweichungen bieten. Da die Zweifel nie aufhérten, ob 
nicht doch die Methoden irgendwie den Parallelgang sowie die Schwan- 
kungen der Werte von Tag zu Tag bedingen oder vortiéuschen, so sollte 
durch gegenseitige Kontrolle auch diese Frage erneut geprift werden. 


In gemeinsamer Riicksprache und analytischer Erprobung hat der 
Verfasser den Analysengang mit den Mitarbeitern genau verabredet. 
Folgende Stellen und Mitarbeiter konnten gewonnen werden: Basel, 
Dr. Siillmann; Lausanne, Prof. Fleisch mit Herrn Dr. Stouder; Ziirich, 


! Linke, Zeitschr. f. d. ges. physik. Therap. 41, 195, 1931. —- ? de Rudder, 
Wetter und Jahreszeit als Krankheitsfaktoren. Berlin1931. — * Vgl. auch 
G. Kunze, Gerl. Beitr. 46, 291, 1935; Arbeitsphysiologie 9, 36, 1933; Kunze 
u. Riesser, Arbeitsphysiologie 8, 272, 1935. 4 Riesser, Kunze u. Galle, 
diese Zeitschr. 277, 349, 1935. — ° Riesser u. Bloch, ebenda 288, 238, 1936. 
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Prof. von Neergaard. Dazu kam als vierte Station Davos mit dem 
Verfasser. 

Als Versuchstiere dienten Meerschweinchen, da Kaninchen, an 
denen Riesser und Mitarbeiter ihre friiheren Versuche durchfiihrten, 
wegen der erforderlichen groBen Zahl und der Kosten nicht in Betracht 
kamen. Im einzelnen vollzog sich das Verfahren gleichmaBig an allen 
vier Stellen in folgender Weise: 


Um 9 Uhr 30 Minuten (mit kleinen Abweichuugen in einzelnen Fallen) 
eines jeden Tages wurden in Absténden von 10 Minuten zwei Meerschwein- 
chen durch Nackenschlag getétet und von der Carotis aus entblutet. Dem 
zuerst getéteten Tier wurden schnell die Muskeln der Beugeseite des einen 
Oberschenkels herausgeschnitten und nach Entfernung von Fett und 
Sehnengewebe auf einer Glasplatte, ohne besondere Kiihlung, so fein als 
méglich mit der Schere zerschnitten. Von dem gut gemischten Muskelbrei 
kamen etwa 0,5 g in ein vorher gewogenes und mit 5,0 cem 7 °,iger Trichlor- 
essigsiure beschicktes Wagegliischen, worin die Probe als dicke Flocke in 
der Regel stehen blieb, bis auch das zweite Tier verarbeitet war. Sodann 
wurden beide Wageglischen zuriickgewogen. Nach Verreiben des Inhalts 
mit einem diinnen, trockenen Glasstab, wobei sich oft zeigte, daB das 
Extraktionsmittel noch nicht ganz bis ins Innerste der Muskelflocke ein- 
gedrungen war, blieben die Glischen unter wiederholtem Umschiitteln 
§ Minuten stehen. Danach wurde durch méglichst kleine trockene Filter 
in trockene Reagensgliser filtriert. Vom Filtrat wurde je 1,0 ccm mittels 
sorgfaltig gereinigter und getrockneter Pipetten entnommen und in Meb- 
kélbchen von 25cem iibergefiihrt. Daran schloB sich unmittelbar die 
Kolorimetrie nach Fiske und Subbarow'. Zum Vergleich diente eine Standard- 
lésung von primérem Kaliumphosphat, die im cem 0,2 mg P,O; enthielt 
und von der fiir jede Reihe zwei Proben, eine zu 1,0 und eine zu 0,5 cem, 
benutzt wurden. Davos fiihrte in einem groBen Teil der Versuche Doppel- 
bestimmungen an zwei Proben des gleichen Muskelmaterials aus. Die 
Kolorimetrie aller Proben des gleichen Tages erfolgte in einem gemeinsamen 
Arbeitsgang. Basel bedurfte keiner Standardlésung, da es mit dem Pulfrich- 
Stufenphotometer und festem Standard arbeitete. Davos und Ziirich 
benutzten das Kolorimeter von Leitz mit kiinstlicher Beleuchtung, Lausanne 
einen alteren Dubosq mit Tageslicht. Die Kolorimetrie erwies sich allen 
Untersuchern, bei Einhaltung der bekannten VorsichtsmaBregeln, als 
zuverlassig. Davos und Lausanne nahmen Gelegenheit, die Angaben ihres 
Kolorimeters durch ein zweites Instrument und einen anderen Untersucher 
zu kontrollieren. 


Die Bemiihungen, etwaige Fehlerquellen der Methodik aufzu-, 
decken, beschrankten sich nicht allein auf den Gang der Kolorimetrie. 
Lausanne konnte vielmehr zwei Gefahrenquellen an anderen Stellen 
des Analysenganges finden. Zunaichst wurde beobachtet, daB die Dauer 
des Zerschneidens der Muskeln die GréBe des endgiiltigen P,O,-Wertes 
beeinflussen kann. Die Menge des gefundenen P,O; nimmt namlich 


! Fiske u. Subbarow, bei Rona, Praktikum der physiologischen Chemie, 
8. 260. Berlin 1929 (J. of biol. Chem. 66, 375, 1925); s. auch Lohmann u. 
Jendrassik, diese Zeitschr. 178, 418, 1928. 
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mit der Dauer des Zerschneidens, zwischen 1 und 3 Minuten, wo das 
Maximum erreicht ist, zu. Das ist verstaéndlich, wenn man bedenki 
da die Vollstaéndigkeit der Trichloressigsiureextraktion von de: 
Feinheit der zu extrahierenden Teilchen bis zu einem gewissen Grade 
abhingig ist. Allerdings ist es mit einer Festlegung der Zeit des Schnei- 
dens noch nicht getan, da fiir die Feinheit der Zerteilung auch die Zah| 
der Scherenschlage in der Zeiteinheit von Bedeutung sein mu. Es 
hat sich aber beim Zeitnehmen mit der Stoppuhr fiir das gewoéhnlich 
geiibte ,,méglichst feine’‘ Zerschneiden in Davos gezeigt, da man dabei 
unter 3 Minuten ohnehin nicht zum Ziele kommt. Unter Verzicht 
darauf, genauere Anweisungen zu geben, mu die alte Vorschrift des 
,méglichst feinen‘* Zerschneidens auch weiterhin geniigen. Immerhin 
ist der Hinweis auf diese Fehlerquelle wichtig. Sie kann allerdings die 
parallel laufenden Schwankungen des P,O,; von Tag zu Tag keinenfalls 
erklaren. Man miiBte denn annehmen, daB man an einem Tage bei allen 
beiden Versuchstieren, oder gar bei allen vieren (Versuche von Riesser 
und Bloch), kiirzer, am anderen, Tage bei allen Proben gleichmabig 
langer zerschnitten habe, was mehr als unwahrscheinlich ist. Vielleicht 
aber sind die seltenen Abweichungen, die man zwischen den Werten 
fiir zwei Tiere des gleichen Tages hin und wieder in unseren Versuchs- 
reihen findet, auf solche technische Fehler zuriickzufihren. 

Von Lausanne wurde ferner auf felgendes hingewiesen. Es fallt auf, 
daB in einer sehr groBen Zah! von Versuchen das an zweiter Stelle analy- 
sierte Tier einen etwas niedrigeren P,O;-Wert hat als das zuerst analy- 
sierte. Nun liegt die noch unzerteilte Muskelflocke vom zuerst getdteten 
Tier etwa 10 Minuten langer in der Trichloressigséurelésung als die des an 
zweiter Stelle getéteten. In einer Anzahl besonderer Analysen hat Davos 
den EinfluB dieses Zeitfaktors zu klaren gesucht, allerdings ohne regel- 
maBiges Ergebnis. Dennoch zeigt eine Durchsicht aller Versuchs- 
protokolle, daB hier die Ursache fiir kleinere Differenzen zwischen den 
Werten fiir die Muskeln zweier in kurzem Abstand verarbeiteten Tiere 
liegen kann. Die in Frage kommenden Differenzen sind jedoch sehr 
klein. Sie betragen im Mittel fiir die Davoser Versuchsreihe 6,4 °%%, 
wahrend die Doppelbestimmungen fiir ein und dasselbe Muskelmateria! 
durchschnittlich um 3,4°, voneinander abweichen. 

Es sollen nunmehr die Ergebnisse der vier Stationen an Hand der 
in Abb. 2 wiedergegebenen Kurven besprochen werden. Wie in friiheren 
Arbeiten von Riesser und Mitarbeitern sind auch hier wieder die héheren 
und die niedrigeren Werte jeweils unter sich von Tag zu Tag miteinander 
verburiden. 

Schon ein erster Uberblick la8t erkennen, daB die Kurven der 
verschiedenen Stationen untereinander ganz verschieden sind, und auch 
eine sorgsame Analyse hat keinerlei Beziehungen zwischen ihnen aufzu- 
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decken vermocht. Es fallt ferner auf, daB die in Basel erhaltenen Werte 
sowohl hinsichtlich der Schroffheit der Schwankungen von Tag zu Tag 
als auch hinsichtlich der absoluten GréBe sich von den Ergebnissen der 
anderen drei Stationen unterscheiden. An 2 Tagen sind Maxima ge- 
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Abb. 2. 


messen worden, die sonst keinmal beobachtet wurden, und auch das 
Minimum von 0,09°%, liegt entschieden auBerhalb der Minima der 
anderen Stationen. Dabei ist zu bemerken, daB Basel iiber einen 
in Phosphatanalysen sehr geiibten Mitarbeiter und iiber einen be- 
sonders zuverlassigen Apparat, das Pulfrich-Photometer, verfiigte. 


Biochemische Zeitschrift Band 294. 18 
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Davos und Ziirich zeigen recht gute Ubereinstimmung der GréBen 
ordnung ihrer Befunde, wahrend die Ziffern der Lausanner Statior 
durchweg eine Stufe héher liegen. 


Wiederum fallt der Parallelgang der Analysenwerte fiir je zwei Tiere 
auf, vor allem an den Stellen, wo die Stufen hoch sind und daher be 
sonders in der Baseler Kurve. Am wenigsten konstant ist diese Er- 
scheinung in Lausanne, wenn auch unverkennbar. Ahnlich wie in den 
friiheren Reihen der Untersuchungen von Riesser fehlen auch diesmal dic 
Tage nicht, wo die Werte fiir zwei gleichzeitig analysierte Tiere starker 
voneinander abweichen. Doch sind es verhaltnismaBig wenige, und zwar 
drei in Basel bei 39 Untersuchungstagen, drei in Davos bei 46 Tagen, vier 
in Ziirich bei 35 Tagen und 7 in Lausanne bei 37 Tagen. 


Ehe man daran geht, die Ursachen des eigenartigen Verlaufs der 
Kurven zu erértern, muB man sich Klarheit dariiber verschaffen, 
inwieweit die in den Kurven auftretenden Schwankungen der P,O,- 
Werte von Tag zu Tag tiberhaupt als solche zu werten sind, d. h. ob sie 
auBerhalb derjenigen Abweichungen liegen, die sich schon zwischen 
zwei gleichzeitig analysierten Tieren finden. Es sind daher zunachst 
folgende Berechnungen ausgefiihrt worden: 


1. Die mittlere prozentuale Abweichung zwischen Doppelbestim- 


mungen vom gleichen Muskelmaterial bezogen auf den jeweils niedrigeren 
der beiden Werte. Hierfiir liegen nur fiir Davos eine geniigende Zahl 
von Analysen vor, insgesamt 41. Die mittlere prozentuale Abweichung 
betragt 3.4%. 


2. Die mittlere prozentuale Abweichung zwischen den Werten 
zweier verschiedener gleichzeitig analysierter Tiere, bezogen auf den 
jeweils niedrigeren der beiden. Ferner wurde aus allen Werten, die 
iiber diesem Mittel liegen, wiederum das Mittel errechnet. Dadurch 
sollte wenigstens teilweise das irrige Bild korrigiert werden, das aus 
Mittelberechnungen leicht entstehen kann, weil ein und dieselbe mittlere 
prozentuale Abweichung ebenso durch wenige groBe wie durch viele 
kleinere Divergenzen zustande kommen kann, wahrend fiir unsere 
Betrachtung nur die groBen von Bedeutung sind. 


3. Die mittlere prozentuale Abweichung von Tag zu Tag unter 
Zugrundelegung der Mittelwerte der zwei Tiere eines jeden Tages, sowie 
wiederum das Mittel aus allen Werten, die iiber diesem Durchschnitt 
liegen. 

Die zu 2. und 3. errechneten Zahlen sind in der Tabelle I zusammen- 
gestellt. Dabei ist zu bemerken, daB in den Berechnungen fiir Basel die 
beiden extremen Werte des 6. November und 7. Dezember ausgelassen 
wurden. 
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Tabelle I. 





aaa | Mittel der iiber 
Mittlere prozentuale Durchschnitt 


Abweichung 
4 4 liegenden 
von Tag su Tag Abweichungen 


i] 

| Mittlere prozentuale| Mittel der iiber 

l Abweichung zweier Durchschnitt 

|| Tiere des gleichen liegenden 

! | Abweicbungen || 


Ort 


Basel .. . |'8,0 (29 Versuche 


| )|12,3 (14Versuche)| 21,5 (36Versuche)|45,6(14Versuche) 
Davos... |\6,4(45 ,, ) 
)| 
)) 


(23° 4, =+)110,3(46 34 =-»d/20,38(16—ié«yyg si) 
+1 (19 ” ) 75 (44 ” /12,6(19 ” ) 
1 


Lausanne ||8,7 (42 e ) 
1712, 318646 ., )18406 ,, ) 


Ziirich .. ||7,2 (32 7 


2 
4 
2 
0 


1 
1 
1 
1 


Aus der angefiihrten Tabelle la8t sich ersehen, daB die mittlere 
prozentuale Abweichung von Tag zu Tag in Basel, Davos und Ziirich 
gréBer ist als die Abweichung zwischen zwei Tieren des gleichen Tages 
und da das gleiche auch fiir die Werte iiber Mittel gilt. Dagegen fehlt 
der Unterschied in Lausanne, so daB es so aussieht, als ob hier titberhaupt 
keine wirklichen Schwankungen von Tag zu Tag vorhanden waren. 

DaB aber auch hier ein periodischer Faktor wirksam ist, haben 
Berechnungen gezeigt, die Prof. Fleisch fiir die Lausanner und ebenso 
fiir die Davoser Analysen zwischen 2. November und 17. Dezember 
durchfiihrte unter Benutzung des Verfahrens, das er in seiner Mitteilung 
Die Doppelbestimmung als GenauigkeitsmaB bei quantitativen 
Analysen“ beschrieben hat!. Es wird dabei die Dispersion o (gleich 
mittlerer Fehler) als GenauigkeitsmaB der einzelnen Analyse errechnet. 
Aus dem direkt erhaltenen unkorrigierten Wert fiir o ergibt sich o korri- 
giert als o (unkorr.). V2. 

Uns interessiert hier die Dispersion des arithmetischen Mittels von 
je zwei Bestimmungen 

o (korr.) 


a 


Lausanne findet man + m = 0,01227. 

Zeichnet man nun die Tagesmittelwerte als Kurve auf (Abb. 3, 
fiir Davos) und tragt fiir jeden Punkt -- m nach oben und unten ein, 
errechnet ferner die Mittelwerte fiir die oberen und fiir die unteren so 
dargestellten Begrenzungen, so erhailt man eine Zone der mittleren 
Abweichung, die wir in der Abbildung eingetragen haben. Eine Aus- 
zahlung ergibt fiir Lausanne, daB 21 Werte auBerhalb, 25 innerhalb 
dieser Zone liegen. Das Verhialtnis 25: 46 ist 0,543, wahrend nach der 
Wahrscheinlichkeit der Statistik 0,683 sich errechnen. Es ist daher 
auch in der Lausanner Kurve ein wenn auch geringer periodischer 
Einflu8 vorhanden, der nicht durch gleiche Fehler, die an einem Tage 
gemacht wiirden, erklirbar ist und durch irgendeinen anderen auBeren 
Faktor bedingt sein muB. 


, won = Zahl der Bestimmungen, also hier 2, ist. Fiir 


1 A. Fleisch, diese Zeitschr. 177, 375, 1926. 
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Fir die Davoser Kurve (Abb. 3) ist — m = 0,0091 und innerhal), 
der Zone der mittleren Abweichung liegen nur 15 von 40 Werten. Der 
Quotient ist 0,375. Der unbekannte periodische Faktor macht sich hier 
also weit starker geltend, und das gleiche diirfte fiir die Ziiricher und ersi 
recht fiir die Baseler Kurve gelten. 

Die nunmehr als effektiv zu bewertenden Schwankungen der Werte 
von Tag zu Tag sind durchweg kleiner, als wir sie in den friiheren Ka- 
ninchenversuchen beobachteten, mit Ausnahme der Baseler Kurve. 
Wahrend friiher Unterschiede von 230 mg-°, auftraten, liegt die héchste 
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Abb. 3. 


Spanne in Davos diesmal bei 100 mg-°,, ebenso in Ziirich, wahrend sie 
in Lausanne nur 70 mg-°%, erreicht. 

Wir verwiesen schon darauf, daB auch in den jetzigen Versuchs- 
reihen, so wie in den friiheren, der Parallelgang der Werte deutlich 
zutage tritt. Am wenigsten noch fiir Lausanne, bei den 3 anderen Sta- 
tionen aber um so klarer. Es ist nicht erkennbar, warum die Wahrschein- 
lichkeit fiir ein Klaffen der Werte zweier Tiere geringer sein sollte als 
fiir ihren Gleichgang. Auch dieses Phinomen ist also als tatsachliches zu 
werten. Dazu kommt aber noch, daB wir den gleichen Parallelgang 
friiher schon auch fiir die Glykogenwerte feststellten und ihn, wie hier 
erwahnt sei, auch in einer kurzen Kontrollserie in Davos diesmal wieder- 
fanden. Ein ganz ahnliches Verhalten besteht auch beim Blutzucker, 
wenn auch nur innerhalb ganz geringer Ausschlage, wie Rieszer und 





Gleichzeitige Muskelanalysen an verschiedenen Orten usw. 277 


Bloch feststellten, und es ist auch von anderen Untersuchern beim 
Blutdruck verschiedener Menschen oder beim Gaswechsel verschiedener 
gleichzeitig untersuchter Tiere beobachtet worden. All dies weist 
darauf hin, daB hier eine allgemeine GesetzmaBigkeit zum Ausdruck 
kommt, ohne da} Schwachen oder Fehler der Methoden ursachlich in 
Frage kommen. 


Wir haben nun versucht, die beobachteten Kurvenschwankungen 
an Hand der gleichzeitigen meteorologischen Beobachtungen zu ana- 
lysieren. Ich verdanke den Herren Prof. Mercanton in Ziirich, Dr. 
Morikofer-Davos, Dr. Bider-Basel und der meteorol. Beobachtungsstelle 
in Lausanne die taiglichen Notizen aller fortlaufend registrierten Witte- 
rungselemente. Dariiber hinaus gab die Ziiricher Station eine sehr 
wertvolle taigliche Charakteristik der Luftkérper und ihrer Verande- 
rungen. Die gleiche Miihe tibernahm fiir Davos Herr Dr. Mérikofer. 
Allen diesen Herren gilt mein besonderer Dank. Als Musterbeispiel 
eines meteorologischen Tagesprotokolls diene die Tabelle IT. 


Tabelle 11. Meteorologische Beobachtungen in Ziirich am 
30. November 19362. 





Terminbeobachtungen 7h 30’ Bn ¢ 21h 30’ Mittel 


Temperatur, trocken °C 1,0 2 4,5 1,9 
re feucht °C - 2,8 1,4 
Relative Feuchtigkeit % é é 67 75 
Luftdruck (493 m) mm 722, é 717.4 720,2 
Windrichtung und Starke * ‘ 2 § 2 WNW 1 13.9 
Bewélkung (in Zehnteln) 10 10 10,0 
Witterungscharakter bedeckt bedeckt bedeckt 


* Windstiirke : An den Terminen nach der sechsteiligen Beaufort-Skala, Tagesmittel in 


km/Std., bezogen auf die Zeit von 7h 30’ bis 7h 30’ des folgenden Tages. 


Regenmenge: 2,1 mm (gemessen um 7 Uhr 30 Minuten des folgenden 
Tages). 

Sonnenscheindauer:0 Stunden. 

AbkiihlungsgréBe: 31,2 millical/qem-see (8 bis 8 Uhr des folgendes Tages). 

Witterungsverlauf: Bedeckt, vormittags leichter Schneefall, abends und 
nachts etwas Regen, nach Mitternacht starker Wind, 
vorwiegend aus Westen. 

Luftkérper : Maritime Warmluft dringt durch (30. November). 


Es ist nicht angingig, hier etwa das gesamte meteorologische 
Material wiederzugeben. Dieses ist von Herrn Dr. Mérikofer sowie von 
Herrn Dr. Kunze-Berlin, als friiherem Mitarbeiter des Verfassers, im 


1 Riesser u. Bloch, diese Zeitschr. 288, 238, 1936. — * Schweizerische 
Meteorologische Zentralanstalt, Ziirich. 
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Hinblick auf den Gang der P,O;-Kurven sehr eingehend bearbeitet 
und analysiert worden. Der Erfolg war negativ. Das ersieht man 
schon daraus, daB im wesentlichen der Luftmassencharakter fiir alle 
4 Stationen als nahezu gleich gelten muB, bei aller Verschiedenheit des 
Wettertypus, wahrend die P,O;-Kurven der 4 Stationen ganz von 
einander verschieden sind. Aber auch die tibrigen Einzeldaten der 
Beobachtungstabellen, die relative Feuchtigkeit, die Temperatur, die 
Abkiihlungsgr6Be usw. ergaben keinerlei Anhaltspunkte zur Erklarung 
des Kurvenganges an den einzelnen Stellen, auch nicht fiir die Be- 
sonderheit der Baseler Kurve. 

Die Betrachtung der Luftmassenveranderungen hat nun allerdings 
ergeben, daf wahrend der ganzen Beobachtungszeit, die z. B. in Davos 
durch eine fast ununterbrochene Schénwetterlage gekennzeichnet war, 
schroffe Wechsel der Luftmassen ganz gefehlt haben. Die Verschie- 
bungen erfolgten allmahlich und mit Ubergingen, wahrend plotzliche 
Einbriiche vermiBt wurden. Ware Basel nicht mit seiner so stark 
wechselnden Kurve, so kénnte man sagen, daB die relativ geringen 
Schwankungen der Kurven an den drei anderen Stationen durchaus 
dem Mangel an schroffen Verdénderungen des Luftkérpercharakters 
entsprechen. 

Unsere Betrachtung ergibt also, daB das von uns gesammelte 
und in seiner Art entschieden wertvolle Material keine Stiitze fiir unsere 
friiher ausgesprochenen und gut begriindeten Anschauungen iiber den 
Zusammenhang von Witterung und Muskelchemismus bedeutet, ohne 
sie allerdings auch widerlegen zu kénnen. Bestatigt wurde der eigen- 
artige Gang der Kurven mit seinen typischen Merkmalen, aber fiir die 
Klarung der Natur des hier als wirksam anzunehmenden auBeren periodi- 
schen Faktors konnten keine Anhaltspunkte gefunden werden. Wenn 
wir unser Material dennoch so eingehend besprochen haben, so vor 
allem deshalb, weil die Skepsis, die es gegeniiber unseren friiheren 
Theorien wachzurufen geeignet ist, nicht unterdriickt werden soll, 
zugleich aber auch, um ein Beispiel zu geben fiir die sehr erheblichen 
Schwierigkeiten und die mannigfachen ungelésten Probleme des zur 
Erérterung stehenden interessanten Gebietes. Auch die Frage, inwieweit 
bei einer als zuverlassig anerkannten analytischen Methode, selbst in der 
Hand weitgehend geiibter Bearbeiter, subjektive Faktoren Unterschiede 
herbeifiihren kénnen, hat sich uns oft gestellt und ware einer besonderen 
Untersuchung wert. DaB solche Faktoren sich in dem verschiedenen 
Gang der Kurven an den 4 Stationen wirklich irgendwie ausgewirkt 
hatten, dafiir haben wir allerdings keinen ernstlichen Anhaltspunkt 
finden kénnen. 

Beim Vergleich unserer Ergebnisse mit denen der friiheren Unter- 
suchungen von Riesser und seinen Mitarbeitern soll aber auf einen 





Gleichzeitige Muskelanalysen an verschiedenen Orten usw. 279 


wichtigen Punkt hingewiesen werden. Alle jene alteren Untersuchungen 
sind so ausgefiihrt, daB den narkotisierten Kaninchen ein einzelner 
Muskel zur Analyse entnommen wurde, wahrend diesmal Meerschwein- 
chen verwendet und fiir jeden Versuch durch Nackenschlag getétet 
wurden. Nun haben schon Davenport und Davenport! gezeigt, daB der 
Milchsauregehalt von Muskeln, die in Narkose einem Tiere unter scharfer 
Kiihlung entnommen werden, sehr viel geringer ist, als wenn man die 
Muskeln dem frisch geté6teten Tier entnimmt. Und fast noch wichtiger 
erscheint die Angabe von Cori und Cori*, daB die Hexosemonophosphor- 
siure getéteter Tiere zwei- bis viermal héhere Werte aufweist, als bei 
Entnahme unter Narkose. Es ist daher keineswegs ausgeschlossen, daB 
die Muskelentnahme am getéteten Tier, wie wir sie notgedrungen vor- 
nehmen muBten, die Ursache dafiir ist, daB die P,O,;-Werte von Tag zu 
Tag keine so groBen Schwankungen aufweisen, vielleicht auch dafiir, 
daB die normalen auBeren Einfliisse auf den Muskel, insbesondere die 
der Witterung, durch die beim Téten der Tiere gesetzte Schadigung des 
Muskelzustandes gestért und verdeckt werden. Es wird nicht zu um- 
gehen sein, die gleichen Versuche nochmals, aber an narkotisierten 
Tieren, durchzufiihren, wenn man nicht bei dem jetzigen ungeklarten 
Stand des Problems verharren will. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurden gleichzeitig und nach gleicher Methodik an vier 
verschiedenen Orten innerhalb der Schweiz tagliche Bestimmungen 
des P,O;-Gehalts der Muskeln von zwei Meerschweinchen pro Tag 
waihrend 8 Wochen durchgefiihrt. 

_ 2. Die aus den so gewonnenen Tageswerten konstruierten Kurven 
weisen unregelmaBige Schwankungen von Tag zu Tag auf, die jeweils 
fiir beide Tiere desselben Ortes gleich sind, so daB die taglichen Maxima 
und Minima nahe beieinander liegen und im wesentlichen zueinander 
parallel verlaufen. Der Gang der Kurven ist fiir jede Station ein anderer. 

3. Es wird an Hand einer eingehenden Analyse der Technik und 
einer Berechnung der mittleren Abweichungen erwiesen, daB die beob- 
achteten periodischen Schwankungen nicht durch Fehler der Methodik 
bedingt sein kénnen, sondern auf sonstigen auBeren, fiir beide gleich- 
zeitig analysierten Tiere eines jeden Tages gleichmaBig wirksamen 
Einwirkungen beruhen miissen. 

4. Das eingehende Studium der taglichen meteorologischen Beob- 
achtungen an den 4 Orten und ihr Vergleich mit dem Gang der P, O,- 
Kurven laé8t keine Anhaltspunkte dafiir gewinnen, daB der Kurven- 


1 Davenport u. Davenport, J. of biol. Chem. 76, 651, 1928. —- ? Cori u. 
Cori, J. of biol. Chem. 94, 581, 1931. 
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verlauf und vor allem seine értlichen Besonderheiten durch Witterungs- 
faktoren, insbesondere durch den Charakter des Luftmassenwechsels be. 
dingt seien. 

5. Die Tatsache, daB solche Beziehungen in den friiheren Unter- 
suchungen von Riesser, Kunze und Galle an narkotisierten Kaninchen 
festgestellt werden konnten, lenkt die Aufmerksamkeit auf den Befund 
von Davenport und Cori, da’ die Muskelanalyse bei frisch ge- 
téteten Tieren ganz andere und wesentlich héhere Werte ergibt als an 
narkotisierten. Es ist daher nicht ausgeschlossen, daB die in der vor- 
liegenden Arbeit an den Muskeln getéteter Meerschweinchen ausgefiihrten 
Analysen durch die Art ihrer Gewinnung stérenden Einfliissen ausgesetzt 
waren und mit den friiher an narkotisierten Tieren gewonnenen vielleicht 
nicht vergleichbar sind. 


Fraulein Guth-Basel, Frau M.Stamm-Davos sowie Herrn Laboranten 
Egli-Ziirich sagen wir fiir ihre wertvolle Assistenz besonderen Dank. 
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Uber Kohlenoxydvergiftung von Insektenlarven. 


Von 
W. Fleischmann, H. Leng und H. Pollaezek. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 8. Oktober 1937.) 


Das Wesen der CO-Vergiftung der Wirbeltiere besteht in der 
Stérung des Sauerstofftransports durch die Bildung des Kohlenoxyd- 
hamoglobins. Es war daher anzunehmen, da8 eine fiir Wirbeltiere un- 
bedingt tédliche Konzentration der Atemluft fiir Tiere, die kein Himo- 
globin haben, unschadlich sei. Diese Annahme erwies sich als richtig 
und so berichtet Pokrowsky! schon im Jahre 1864, daB CO fiir Kiichen- 
schaben ungiftig ist. Die Untersuchungen von Wachholtz? an Larven des 
Mehlkafers (Mehlwiirmern) sowie von J. Haldane*® an Kiichenschaben 
bestatigten diesen Befund. Auch weit héhere als die fiir Wirbeltiere 
tédlichen Konzentrationen der Atmungsluft an CO blieben ohne schad- 
liche Wirkung auf die untersuchten Insekten. So hielt J. Haldane eine 
Kiichenschabe 14 Tage lang in einer Atmosphare, die 80° CO und 
20 %, O, enthielt. Diese Befunde standen mit der Theorie, daB CO auBer 
seiner Wirkung auf das Himoglobin keinerlei biologische Wirkung habe, 
so gut in Ubereinstimmung, da8 weitere Untersuchungen iiberfliissig 
erschienen. 


Eine bis dahin unbekannte biologische Reaktion des CO wurde 1926 
durch O. Warburg’ entdeckt, der fand, daB CO nicht nur mit dem 
Hamoglobin, sondern ganz allgemein mit dem Atmungsferment pflunz- 
licher und tierischer Zellen reagiert. So war die Atmung von Backerhefe 
in einer Atmosphare, die aus 95°%, CO und 5%, O, bestand, um 70% 
gehemmt. Das Atmungsferment verteilt sich bei Gegenwart von CO 
und QO, zwischen beiden Gasen, so daB ein bestimmter CO-Druck die 
Atmung um so starker hemmt, je niedriger der O,-Druck ist. Die 
Atmungshemmung ist im Dunkeln weit starker als bei Belichtung mit 
starken Lichtquellen, was Warburg darauf zuriickfiihrt, daB die Ver- 
bindung zwischen CO und Atmungsferment bei Belichtung dissoziiert. 
So betragt die Hemmung der Hefeatmung im oben angefiihrten Falle 
im Dunkeln 70%, bei Belichtung 14%. ,,Hinreichend starke Belichtung 
wirkt ja wie ein Ersatz des CO durch ein indifferentes Gas (Warburg). 


1 W. Pokrowsky, Virchows Arch. 30, 525, 1864. — ? F. Wachholiz, 
Pfliigers Arch. 74, 174, 1899; 112, 361, 1906. —- * J. Haldane, J. of physiol. 
Chem. 18, 201, 1895. —- 40. Warburg, diese Zeitschr. 177, 471, 1926; 189, 354, 
1927. 
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J. B.S. Haldane! hat nun von Warburgs Untersuchungen aus- 
gehend die Frage nach der Kohlenoxydvergiftung der Insekten neuer- 
dings untersucht, und zwar unter Bedingungen, unter denen eine wesent- 
liche Herabsetzung der Gewebsatmung durch das CO angenommen 
werden konnte. Er fand, da&8 Wachsmotten (Galleria mellonella) in 
einer Atmosphare von 80°, CO, 8% O, und 12% N, bewegungslos 
waren, wahrend sie sich in einer CO-freien Atmosphare mit einem Ge. 
halt von 8% O, normal bewegten. Einen EinfluB der Belichtung auf die 
Vergiftung konnte Haldane nicht feststellen; er fiihrt dies darauf zuriick, 
daB die untersuchten Insekten lichtundurchlassig waren. 

Es erschien von Interesse, Versuche tiber die Kohlenoxydvergiftung 
an lichtdurchlassigen Tieren anzustellen. Es war zu erwarten, dal die 
Vergiftung solcher Tiere durch starke Belichtung aufgehoben wiirde. 

Wir verwendeten zu diesen Versuchen frisch gehautete Mehlwiirmer 
(Larven von Tenebrio melitor), Seidenraupen (Bombyx mori) nach der 
zweiten Hiautung, sowie hellgriine, sehr durchscheinende Raupchen 
vom Heufalter (Coenonympha Pamphilus). 

Die Tiere wurden in ein SchliffgefaB von rund 18 ccm Inhalt ge- 
setzt; zwei eingeschliffene Glashihne gestatteten die Durchleitung des 
Gases. Das CO wurde durch Zersetzung von Ameisensdure durch 
konzentrierte Schwefelséure dargestellt. Es wurde CO bis zu dem 
Zeitpunkt durchgeleitet, in dem die. Tiere bewegungslos wurden und 
auch auf Klopfen auf das GefaB nicht reagierten. Eine Bestimmung des 
CO-Gehalts der im Schliffgefé& enthaltenen Atmosphire wurde in 
4 Versuchen mit Mehlwiirmern durchgefiihrt. Die Bestimmung geschah 
mittels der Hempelschen Gasbiirette; als Absorptionsfliissigkeit diente 
ammoniakalische Kupferchloriirlésung. Die Bestimmungen ergaben 
einen Gehalt von 80, 79,5, 80 und 81% CO. Nimmt man an, daf im 
Versuchsgefi8 auBer CO atmosphirische Luft enthalten ist, so betragt 
der Quotient CO/O, rund 20. Sofort, nachdem die Leblosigkeit der 
Tiere festgestellt worden war, wurde durch SchlieBen der Hahne die 
weitere CO-Zufuhr abgestellt. Es konnte nun festgestellt werden, dai 
sich die im maBig dunklen Zimmer leblosen Tiere bei Bestrahlung mit 
einer Bogenlampe nach 2 bis 3 Minuten wieder zu bewegen begannen. 
DaB das Wiederaufleben nicht durch Eindringen von Luft in das Schliff- 
gefaiB bedingt war, konnten wir dadurch beweisen, daB die Tiere — wieder 
ins Dunkle gebracht — neuerlich leblos wurden. Wurde dann — auch 
nach mehrstiindiger Leblosigkeit in der CO-Atmosphare — neuerdings 
belichtet, so begannen die Tiere sich wieder zu bewegen. Derselbe Effekt 
der Wiederbelebung konnte durch Offnen des Gefa®es erreicht werden. 
Auch nach 24 Stunden Aufenthalt in der CO-Atmosphare konnte 


1 J. B.S. Haldane, Biochem. J. 21, 1068, 1927. 
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manchmal sowohl durch Belichtung als auch durch Offnen des GefaBes 
Wiederbelebung erzielt werden. Im Falle des Luftzutritts dauerte es 
bis zu 6 Stunden, bis die Tiere wieder normal herumkrochen, im Falle 
der Belichtung trat die Wiederbelebung schon nach wenigen Minuten ein. 

Nicht nur im Licht der Bogenlampe, sondern auch im starken 
Sonnenlicht (mittags im Mai und Juni) war eine Wiederbelebung 
méglich. 

Wiarme konnte als Ursache der Wiederbelebung ausgeschaltet 
werden, denn selbst Einbringen des SchliffgefaéBes in ein Wasserbad 
von 35° hatte keine belebende Wirkung. 

Die Wiederholung der Wiederbelebung durch Belichtung gelang bis 
zu sechsmal. In diesen Versuchen sahen wir, daB wohl bei abwechselnder 
Verdunkelung und Belichtung die Wiederbelebung bis zu sechsmal gelang, 
schlieBlich aber nicht mehr méglich war, wohl infolge der Erschépfung 
des Sauerstoffvorrates. 

Die Wiederbelebung gelang nur bei lichtdurchlassigen Tieren. Dab 
lichtundurchlassige, mit CO vergiftete Insekten durch Licht nicht wieder- 
belebt werden kénnen, wissen wir bereits aus den Versuchen an der 
Wachsmotte (J. B. S. Haldane, a. a.O.). Eigene Kontrollversuche mit 
einem Junikafer (Amphimallus solstitialis) verliefen ebenfalls negativ. 

Die Ergebnisse unserer Versuche stehen nicht nur in guter Uberein- 
stimmung mit der theoretischen Erwartung, sondern auch mit den 
Versuchen von Fisher und Irving}, die am Herzen des Forellenembryos 
eine Herabsetzung der Schlagfrequenz auf die Halfte in einer Atmosphare 
sahen, die 90 °% CO und 10% O, enthielt. Bei Belichtung erreichte das 
Herz wieder seine normale Schlagfrequenz. 

Es JaBt sich also durch unsere Versuche die im Licht reversible 
Hemmung des Atmungsfermentes durch CO an lichtdurchlassigen 
Insektenlarven demonstrieren. Wesentlich ist dabei, daB nicht die 
Hemmung einer chemischen Funktion im Reagensglas, sondern die 
Hemmung des Verhaltens eines ganzen Tieres gezeigt wird. Aus diesem 
Grund diirfte sich der Versuch als Vorlesungsversuch zur Demon- 
stration der CO-Vergiftung des Atmungsfermentes und ihrer Aufhebung 
durch das Licht eignen. 


1 K. C. Fisher u. L. Irving, Amer. J. of Physiol. 109, 36, 1934. 

















Untersuchungen iiber den Wachstumseinflu6 von Aminosauren 
und Wachstumshormon der Hypophyse, in Abhingigkeit von 
der Zusammensetzung der Nahrung. 


Von 
Leon Asher und Rudolf Kaeser. 
{Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern. 
(Eingegangen am 13, September 1937.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Es ist durch eine Reihe von Arbeiten von Asher und Mitarbeitern ge- 
zeigt worden, da aus der Thymusdriise ein Stoff herstellbar ist, Thymo- 
crescin genannt, der véllig eiweiB- und lipoidfrei ist und¢in kleinen 
Mengen von etwa 1 mg taglich das Wachstum von Ratten wesentlich 
fordert. Eine Besonderheit der Wirkung des Thymocrescins besteht 
darin, daB dieselbe von einer sehr wichtigen Nebenbedingung abhangig 
ist, namlich davon, ob die gereichte Nahrung reich oder arm an Vitaminen 
ist. Nur im letzteren Falle ist die wachstumsfirdernde Wirkung von 
Thymocrescin sehr ausgesprochen. Nun ist das Thymocrescin ein Stoff, 
der die Eigenschaft von Polypeptiden zeigt. Es war daher daran zu 
denken, ob nicht die Thymocrescinwirkung auf einer unspezifischen 
Aminosaurewirkung beruhe, da, namentlich durch die schénen Arbeiten 
von Gudernatsch!, ein wachstumsfoérdernder Einflu8 von Aminosauren 
bekannt ist. Aus diesem Grunde haben wir Erepton, welches alle 
Aminosauren des FleischeiweiBes enthalt, auf seinen wachstums- 
fordernden Einflu8 untersucht, und haben diese Untersuchung so 
gestaltet, daB der etwaige EinfluB von Erepton auf das Wachstum bei 
einer vitaminreichen und bei einer vitaminarmen Nahrung miteinander 
verglichen wurde. 

Das zweite Problem, das wir behandelt haben, steht im engeren 
Zusammenhang mit der Tatsache, da Thymocrescin nicht wirkt, 
wenn die Nahrung sehr vitaminreich ist. Wir besitzen im Wachstums- 
hormon des Hypophysenvorderlappens ein anerkanntes sehr kraftig 
wirkendes Wachstumsprinzip, und es lieB sich daher fragen, ob etwa 
auch die Wirksamkeit dieses Prinzipes mit abhangig ware von dem 
Jehalt der Nahrung an Vitaminen. Deshalb stellten wir Versuche an. 
in denen das wachstumsférdernde Hormon der Hypophyse Tieren 
gereicht wurde, die entweder mit vitaminarmer oder mit vitaminreicher 
Nahrung gefiittert wurden. Die Methodik ist die nachfolgende. 


' Gudernatsch, Handb. d. inner. Sekret. II, Leipzig, C. Kabitzsch, 1933, 
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Methodik. 


Fiir die Versuchsreihe mit der Gesamtheit von Aminosauren in Form 
einer Ereptonlésung und fiir die Versuchsreihe mit Hypophysenvorderlappen- 
wachstumshormon wurden je 16 Ratten im Alter von etwa 4Wechen auf ihr 
Wachstum untersucht. Fiir beide Versuchsreihen wurden je vier Serien 
m vier Ratten angelegt. 

Zwei Serien (Versuchsserie und Kontrollserie) erhielten vitaminarme 
Nahrung. 

Zwei Serien (Versuchsserie und Kontrollserie) erhielten vitaminreiche 
Nahrung. 

Die vitaminarme Nahrung bestand aus: Magermilech, Wasser und 
WeiBbrot. 

Die vitaminreiche Nahrung bestand aus: Vollmileh, Wasser und 
WeiBbrot. 

Die Nahrung wurde den Tieren in reichlicher Menge vorgesetzt. 

Fiir die Versuchsreihe mit Ereptcn erhielten: 
= Kontrollserien, taglich eine sub- 

cutane Injektion von 1 cem 
0,9° ,iger physiologischer Koch- 
salzlésung. 


Serie A (vitaminarme Nahrung) 
Serie C (vitaminreiche Nahrung) 
) | 


= Versuchsserien, taiglich eine sub- 
cutane Injektion von 1 cem 
Ereptonlésung. 


Serie B (vitaminarme Nahrung) 
Serie D (vitaminreiche Nahrung 


Die Ereptonlésung enthielt in 1 cem 0,9°,iger physiologischer NaC|- 
Lésung 10 mg Erepton. 
Fiir die Versuchsreihe mit Hypophysenvorderlappenwachstumshormon 
erhielten: 
= Kontrollserien, taglich eine sub- 
Serie E (vitaminarme Nahrung) cutane Injektion von 1lecm 
Serie G (vitaminreiche Nahrung) 0,9°,iger physiologischer NaC1- 
Lésung. 
= Versuchsserien, téglich eine sub- 
Serie F (vitaminarme Nahrung) | cutane Injektion von 1 ccm 
Serie H (vitaminreiche Nahrung) einer Lésung von Hypophysen- 
vorderlappenextrakt. 


Herstellung des Hypophysenvorderlappenextraktes. 


Umstandehalber konnten nicht frische Hypophysenvorderlappen ver- 
wendet werden, sondern das nach Evans von der Chemischen Fabrik Gedeon 
Richter A.-G. Budapest hergestellte Hypophysenvorderlappentrockenpulver. 
Wir méchten an dieser Stelle der Firma fiir die giitige Uberlassung des Prai- 
parates unseren herzlichsten Dank aussprechen. 

Auch die Verarbeitung des Hypophysenvorderlappenpulvers geschah 
nach den Angaben von Evans. Zuerst wird das Pulver mit 4 °,iger Natronlauge 
1 Stunde lang geschiittelt und dann wahrend 8 Stunden im Eisschrank 
extrahiert. Hierauf werden die groben Partikel abzentrifugiert. Sobald 
zentrifugiert ist, wird die alkalische Lésung mit 20°, iger HCl neutralisiert. 
Um das Hormon zu erhalten, wird nun die Lésung mit n/20 Essigséure auf 
Pu 4,2 eingestellt. Dadurch fallt der gréBte Teil des Wachstumshormons 
zusammen mit Eiwei®kérpern aus und wird dadurch von den zahlreichen 
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in Lésung bleibenden Stoffen abgetrennt. Die ausfallenden Bestandteil: 
werden durch kurzes Zentrifugieren leicht von der Lésung getrennt und 
mit 1°,iger Bicarbonatlésung behandelt. Das Hormon lést sich in de: 
Bicarbonatlésung, wahrend ein erheblicher Teil der mit ausgefallenen 
Ballaststoffe ungelést bleibt. Durch Zusatz von 1'/, °,igem Natriumbenzoat 
halten sich die Lésungen 1 bis 2 Wochen lang im Eisschrank. 


Die Tiere aller Serien, die durch Farbe gekennzeichnet waren, wurden 
jeden zweiten Tag vor der Fiitterung gewogen. 


1. Untersuchung der Ereptonwirkung. 


Die im ersten Teil zu behandelnde Frage wurde mit Hilfe von 
vier Serien von Ratten in Angriff genommen. Die Serie A bestand aus 
vier Kontrolltieren, welche mit Magermilch ernahrt wurden, die Serie B 
bestand aus ebensoviel Versuchstieren, die aufer Magermilch noch 


Tabelle A. Serie A. Kontrolltiere mit Magermilch. 





& i 5 Dureh- S | & & : Durch- 
Datum 5 = = =  schnitts- Datum e S : schnitts- 
: j < gewicht ; a Pa ‘ gewicht 
1034 g g QF rg g zg zg 
44 46 2. VI. 81' 88:'104: 90° 88 
47 48 . Vi. 90; 84,111) 95; 95 
48 50,5 ». VI. 92; 85;114; 91° 95% 
5 541, . VI. 92; 84;115;) 91) 95% 
51 591, . VI. 99' 89 114; 98) 100 
56, 62% 2. VI. 103! 94/118, 102) 104 
60 67 . VI. || 105; 98! 122;103; 107 
64 70% oa 2 & 110 100 125 108) 111 
71 76 . VI. | 111 |} 102) 126; 110! 112% 
73 | 7% - VI. 114/105 128/111 114% 
80 82 22. VI. 116/112 128) 113; 117 
193 1 91 24. VI. 114 130 114; 119 
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Tabelle B. . Versuchstiere mit Erepton und Magermilch. 





| 
& : Durch- s F | Durch- 

Datum E : schnitts- Datum || & E | & | schnitts- 
: oi a ; gewicht ois j ; gewicht 

. 


1934 Be: g 1934 g 


ORES INR it OE ONO DIET, A Be A, 


9. ¥. 45 44 45 2. VI. | 106: 7 28; 93; 99% 
it. ¥:% 50, 47 50 . VI. || 107; 72 98| 101 
13. V. 55 «50 54 » VI. | 110 6 98 | 101 
15. V. 61 56 : 59 . VI. | 111, 72 188 102; 106 
iN. 70 «64 | 62 7 . VI. | 111 106 | 109 
19. V. 71 70 | 86; 60 72 2. VI. | 115 107 112 
21.V. | 7% 64 95 | 65 | 75% . VI. | 117 110 117 
23. V. 82 66 105 | 67. 80 . VI. | 114) 8 108) 113% 
25. V. 89 69 103 | 70. 85 . VI. | 114) 8: 132) 118 
27. V. | 91) 68 (116 | 75 | 87% . VI. | 117) 8: 2/115) 121% 
29. V. 98 66 (120 82 91% . VI. || 119 (117 123 
31. V. (107 70 1127; 92; 98 24. VI. 121) 85 119 126 


cconbeie 
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Tabelle C. Serie C. Kontrolltiere mit Vollmilch. 





3 2 Dureh- ‘ ‘ hi tb Durch- 
Datum . schnitts- Datum - schnitts- 
. : gewicht : : . : gewicht 


1934 | g | g 1934 Zz 
75' 92/120'117) 101 
70 95/325 119) 102 
73, 98/127 120) 106% 
77 102/126 125) 107% 
77 108 | 127/130) 110% 
73 115 | 133} 129) 1121 
79 119/130 131) 116 
88 125)120/ 129 115% 
93/127} 119 119! 1141 
96/136/120' + 117 
97 137 | 121 118 
101 140' 131 124 


9. V. 46 42 2 | 44 
11. V. 5347 50 
13. V. | 55. 58 60 55% 
15. V. 65 «61 63 
17. V. 75 68 6 71% 
19. V. Ti WBs1 76 
21. V. 81 80 5 83 
23.V. | 82. 81 | 94| 98) 87% 
25. V. 77 «82: (100/100. S90 
Be. V. 74 85 |107 (105; 93 
29. V. 70 85 |110 |108) 93 
31. V. 7 97 |120}115 102 
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Tabelle D. ie D. Versuchstiere mit Erepton und Vollmilch. 





— 

S$ 2 o 
Datum = | & |schnitts- schnitts- 
‘ i 5 «+ | gewicht gewicht 


| | | 

| s | Durch- i os | q ¢ Dureh- 
pa 8 | | 

1934 je 


* 


9. V. 2 | 44 41 .VI. | 95) 94 103/114! 102 
11. V. | 50 | 50, 47 VI. 97) 96 105) 114! 103 
13. | 59 53! 53 3. VI. | 100 93) 109/116] 106% 
61 | 62) 6% . VI. | 103) 97,110) 117) 107 
68 70 J, . VI. | 102) 95 110/121! 107 
71 :| 77 . VI. | 108 101 118 129} 114 
75 | 84 . VI. | 117 104 120) 133) 118% 


15. 
17. 
19. 


83 | 94 . VI. | 113 111 118) 133! 119 
| 86 86! 99 ‘ 20. VI. | 117) 114 120) 140) 123 
| 89 | 92 | 105 22. VI. || 119 116! 122) 142} 125 
90 | 92 ;101 (116 y 24. VI. | 120; 120; 124 145; 127 





Vv 
V 
V 
Vv 
be 
23. V. | 8% 80, 91 . VI. 114,105 115) 129) 116 
V ‘ ’ 
V 
Vv 
Vv 


Erepton erhielten. In der Serie C wurden vier Tiere als Kontrolltiere 
mit Vollmilch ernahrt, und schlieBlich erhielten die vier Tiere der Serie D 
Vollmilch und Erepton. 


Die Ergebnisse der Versuche dieses Abschnittes sind in den vor- 
stehenden vier Tabellen niedergelegt. 


Als wichtigstes Ergebnis hat sich gezeigt, daB Erepton keinen merk- 
lichen Einflu8 auf das Wachstum ausiibt. Nach den bisherigen Er- 
fahrungen war kaum zu erwarten, daB bei Fiitterung mit Vollmilch 
Erepton einen EinfluB ausiiben wiirde. Es hatte aber wohl sein kénnen, 
daB bei Fiitterung mit Magermilch ein Unterschied im Wachstum der 
nur mit Magermilch und Brot ernaéhrten, und den Tieren, die auBerdem 
noch Erepton erhielten, aufgetreten ware, aber auch dies ist nicht der 
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Fall; wenigstens ist der Unterschied kein so in die Augen springender. 
wie er es ist, wenn Thymocrescin gegeben wird. Es folgen daher aus de) 
mitgeteilten Befunden zwei Schliisse. Erstens, daB die Gesamtheit 
der in einem natiirlichen vollwertigen Eiwei8kérper vorhandenen 
Bausteine, wenn sie Ratten in taglichen Mengen von 10 mg gegeben 
werden, das Wachstum nicht in merklicher Weise zu férdern vermégen. 
Zweitens, da auf Grund der mitgeteilten Tatsachen keinesfalls dic 
groBe Wirkung von je 1mg Thymocrescin auf einer unspezifischen 
Aminosaurewirkung des Thymocrescinpraparates beruhen kénne. Durch 
die mitgeteilten Beobachtungen ist daher eine neue Stiitze fiir die 
Auffassung gewonnen, daB im Thymocrescin ein spezifischer, das 
Wachstum férdernder Stoff vorliege. 


2. Versuche mit Hypophysenvorderlappenextrakt. 


Die Versuche der jetzt folgenden Reihen wurden, wie in der Ein- 
leitung auseinandergesetzt wurde, mit der Absicht angestellt, zu priifen, 
ob sich ein dhnlicher Unterschied in der Wirkungsweise des Wachstums- 
hormons des Hypophysenvorderlappens finde, wie er sich bei den 
Thymocrescinversuchen vorgefunden hatte, je nachdem ein Tier mit 
Magermilch oder mit Vollmilch ernahrt wurde. 

Die Anordnung der Versuchsreihen dieses Abschnittes war die nach 
folgende. 


Beginn dieser Reihe am 25. September 1934. 
Abschlu8 dieser Reihe am 20. Dezember 1934. 


Nachfolgend finden sich die Tabellen iiber die Ergebnisse dieser Reihe. 
‘abelle E enthalt die fortlaufenden Einzelgewichte und Durchschnitts- 
gewichte der Serie E, der Kontrolltiere mit Magermilch. 

Tabelle F enthalt die fortlaufenden Einzelgewichte und Durchschnitts- 
gewichte der Serie F, der Versuchstiere mit Hypophysenvorderlappen- 
extrakt und Magermilch. 

Tabelle G enthalt die fortlaufenden Einzelgewichte und Durchschnitts- 
gewichte der Serie G, der Kontrolltiere mit Vollmilch. 

Tabelle H enthalt die fortlaufenden Einzelgewichte und Durchschnitts- 
gewichte der Serie H, der Versuchsserie mit Hypophysenvorderlappen- 
extrakt und Vollmilch. 

Vergleicht man den wachstumsférdernden EinfluB des Hypo- 
physenvorderlappens einmal, wenn die Tiere mit Magermilch, das andere 
Mal, wenn sie mit Vollmilch als Grundnahrung ernahrt werden, so zeigt 
sich ausschlieBlich bei der Ernahrung mit Magermilch der ausgesprochene 
fordernde Wachstumserfolg durch das Hypophysenvorderlappenhormon. 
Sobald die Tiere mit Vollmilch ernahrt werden, ist, jedenfalls innerhalb 
der Versuchsdauer unserer Versuche, die alle in der Wachstumsperiode 
der Tiere liegen, kaum eine Wirkung des Wachstumshormons des 
Hypophysenvorderlappens zu registrieren. Daf das Hypophysen 
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Tabelle E. Serie E. Kontrolltiere mit Magermilch. 





} t E : Durch- Ss Dureh- 
Datum | = i é schnitts- Datum ~ eS | E : schnitts- 
38 * gewicht as. a os ; gewicht 

1934 | g 1934 z x 


25. IX. f 37 88) 40 6. XI. 114 | 157) 127 147) 136 
| 45 46) 48 8. XI. 120 168) 138) 157 
49 50) 51% . XI. 121 172/139) 158 
50! 51) 538% |] 12. XI. 122 | 174/140) 158 
62) 67) 66% ] 14. XI. 127 176| 141) 162 
64 68) 68 . XI. 129 | 182/151 170 
65 71! 70 18. XI. 129 | 181} 152 170 
70. «76! 7 . XI. 130 | 186! 156) 170 
70 76) 7% 22. XI.' 132 | 190 | 157 | 175 
76 84) 81 24. XI. 137 195/160 180 
: 82 94) 881, ] 26. XI.) 141 | 199} 163) 182 
95| 84, 95! 90 28. XI. 144 | 199/164 184 
100 | 85; 98; 92 30. XI. 148 202/165 187 
89' 106; 92/104) 98 2. XII.) 155 | 202 | 166 187 
92/113 95110) 102% 4. XII. 169* 204} 170 188 
94/119 102 116, 108 6. XII. 132 | 204) 171 187 
99 130 109 124) 113 8. XII.) 141 | 206/175 187 
102, 188 | 117 | 130) 122 10. XII. 142 | 208/178 185 
103) 140 118 131) 123 12. XII.) 142 209/179 184 
113, 154 | 124 142) 133 14. XII.) 143 209 181 184 
114, 156 125 146 135 20. XII.) 147 | 209 | 186 185 


* 5 Junge, deshalb der Gewichtssturz. 








Tabelle F. Serie F. Versuchstiere mit Hypophysenvorderlappen 
extrakt und Magermilch. 





3 a s 4 Durch- I < s 3 | a Durch- 
Datum : E E f schnitts- Datum || & E B | E schnitts- 
; Pe Py . gewicht - a 5 : gewicht 

1934 g g 1934 Hi gz 


39; 39) 4 2y, 8 XI. | 169 | 145 | 167 
46; 48, { E 10. XI. 5/171 149 170 
50; 50! 58! 55%] 12. XL} 172 149) 172 
b1| 50) ! 14. XI. 177 154} 178 
64 60 if 16. XI. 181 157) 183 
69 68} 6 18. XI. 184 157 184 
77| 761] 75| 7 20. XI. 188 159 187% 
80 | 79| 77| 8% 28; Xi. 196 159 191 
92 93 24. XI. 200 159) 195 
102 102} 9% 26. XI. 215 204 159) 198 
121 110 108} 98 28. XI. 205 159 200 
128 116 118 | 105 30. XI. 209 163 204 
132 121 | 124 | 107 2. 3 225 212 167 208 
137 126 126 | 110 4, ; 214.170) 211% 
148 136 136/115 15 6. , 217 175) 215 
150 140 137 |119 8. , 214/176) 215 
155 149 145 | 125 . XI. 218 176) 217 
155 149 146 | 120 12. ; 221,178 219 
158 153 148 | 126 14. XII. 245 222/180 221 
160 163 | 153 | 135 y ERS. 223 181) 222 
160 164 153/135 15% 18. XII. 247 224 183 223 
162,172 161 | 140 20 ; 228 184 226 
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Tabelle G. Serie G. Kontrolltiere mit Vollmilch. v0 
| &£ | S| 8S | S | Durech- | s | s !s ] 8 | Duren un 
Datum = = = & | schnitts- Datum || & a & | & | schnitts 
N eo | = | gewicht es ei | « | gewicht 
1934 g g g ie g 1934 |] o@ | cw | le] 8] le sia 
¥5.IX.| 40 38) 40) 40° 39%] 8 XI. 204 205 187 194] 197%, rec 
27.1X.) 48 43) 49 50) 471%, ] 10. XI. 209 209 194/ 200| 203° ~ - 
29.1X.| 50! 47! 53| 54) 61 12. XI. 210 211 202/207} 2071 , 
1. X.| 51| 48) 54] 55/ 52 14. XI. 217 224 | 204 | 207| 213 © Zu 
3. X.|| 71| 62} 69| 71! 68 16. XI. 220 | 225 | 209 212) 216% lay 
6. X.|| 78} 72) 80| 79| 77 18. XI. 222/225 210 214} 218 © ch 
7. X.) 91) 81) 86 85) 86 20. XI. 224 225 212 219) 220 = 
9. X.| 95 87) 98) 94: 9814} 22. XI. 230/235 | 290 227/ 298 Vo 
: 11. X. 106 96 106 105; 103 24. XI. 284 237) 225 230) 231% 
13. X. 119 107/112 116) 113% | 26. XI. 238) 237 228 | 230} 233 
15. X. | 129) 118 | 120 124) 125 28. XI. 238 237 230 231) 234 da 
17. X. | 139 180 | 128 | 131) 132 30. XI. 240 234 235 233] 235%, ‘nae 
19. X. 150) 132 | 137/138 139 2. XII. 240 | 234 | 237 235} 2361, 2 
21. X. 155 143 144/147 147% | 4. XII. 240 234 241 | 237] 238 nai 
23. X. || 162 153 152/157 156 6. XII. 240 234 243 237} 2381, iso 
25. X.| 172 165 162/167 166%] 8. XII. 240 | 234 247/ 237| 23917 Th 
' 27. X.| 181) 174/171 |170) 174 10. XII. 239 234 248 238} 240 
i 29, X. | 192 187 175 177 183° | 12. XII. 239) 334,254 240! 242 ste 
i 31. X. | 192 190 178/179 185 14. XII. 240 £35 254 | 242) 243 wit 
2. XI. | 192 192 179 181 186 16. XII. 240 235 | 256 246) 244 \ 
4. XI. 194 195 180 185 188% | 18. XII. 241 | 236 258 250) 246 ” 
6. XI. 194 197 183 192 19114 ] 20. XII. 241 237) 261 252) 248 lap 
we 
Tabelle H. Serie H. Versuchstiere mit Hypophysenvorder- rei 
lappenextrakt und Vollmilch. Ma 
= s = &  Dureh- S| 5 | & | 8 | Durch- die 
Datum =) e ~ & | schnitts- Datum | & & =) & | schnitts- 
; aa ai Ps <é gewicht we al 8 «+ © gewicht 
' 1934 g g g g g 1934 g i g g g 
25.1X. || 38; 38 40] 36 38 8. XI.|| 192} 156 157/184, 172 
27.1X. | 48) 45 46) 45, 46 10. XI.|f 204 | 162 162/189) 179 
' 29.1X. 50) 47° 48) 48 48 12. XI.|| 207] 162 163) 189) 180 
: 1X.) 52) 48 49) 50 50 14. XI.) 214) 167 165/194 185 
f 3. X.|| 60) 56| 59| 61) 59 16. XI.) 222/170/ 168/198 189 
' 5b. X.|| 69} 59) 63) 64! 64 18. XI.) 227/174) 171/200, 193 
i 7. X.| 79) 66) 67> 270! 70%] 20. XI.) 229/176/175| 208 197 
9. X.| 89) 741 7%! 79 79 22. XI.) 232/177) 180/212) 200 
' 11. X.)| 98) 79| 78 83 84%] 24. XI.) 235| 180/183) 216) 203%, 
; 13. X. || 109; 90} 85) 92) 94 26. XI.) 240 | 181 | 184| 220| 206 
i 15. X.| 112} 95} 87| 98) 98 28. XI. 244/182) 184/221 208 
; 17. X. | 124) 105 | 92/113) 108% | 30. XI.) 262/184 | 184) 222) 2101, 
; 19. X. | 128/109} 97,124 114%] 2. XII.) 255/ 185/ 185/222 212 
; 21. X. || 187) 116 | 106 | 134) 123 4. XII.) 257| 187| 187! 225 214 
23. X.  143| 126 | 116 | 147) 133 6. XII.) 265 | 188 190 | 227 217%, 
25. X. 150) 132/125 |155) 140%] 8. XII.) 267/ 189/191 | 230 219 
27. X. 157) 138 | 130 | 160, 146 10. XII.) 270/191 193) 230 221 
29. X. 162! 139 | 130 | 164| 149 12. XIL. | 273! 195/195 | 231 2231, 
31. X. 167) 140 | 187} 166 15214 | 14. XII.) 277 197 198) 232 226 
2. XI. 175 144) 144/173) 159 16. XII.) 283 198 | 201 | 232 2281, 
4. XI. 180 147/| 147/176 16214 | 18. XII.) 286 199 | 205 | 233 231 _— 
154 163 | 182 169 20. XII. 289 201 | 207 236 233 veg 
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vorderlappenpraparat ein wirksames war, geht noch aus Abb. I 
und 2 hervor. 


In Abb. 2 sind die Eingeweide der gleichen Tiere sichtbar, und 
man erkennt in dem Bilde der 
rechten Seite die gréBere Entwick- 
lung driisiger Gebilde infolge der 
Zufuhr des Hypophysenvorder- 
lappenhormons. Derartige Unter- 
schiede sind bei Ernahrung mit 
Vollmilch nicht zu beobachten. 

Aus diesen Ergebnissen folgt, 
daB das Hervortreten des wachs- 
tumsférdernden Einflusses bei Er- 
nahrung mit Magermilch nicht eine 
isolierte Eigenschaft, die an das 
Thymocrescin gekniipft ist, dar- 
stellt, sondern daB selbst ein so 
wirksames Wachstumshormon wie 
dasjenige des Hypophysenvorder- 
lappens an Wirksamkeit einbiBt, 
wenn es gleichzeitig mit vitamin- 
reicher Vollmilch gegeben wird. yb. 1, Links das mit Magermilch gefiitterte 
Man kann daher nicht mehr, wenn _ Kontrolitier, rechts das mit Magermilch und 


. _ P one 7 Hypophysenvorderlappenhormon behandelte 
die Wirksamkeit des Thymocrescins Tier. 








durch Versuchsbedingungen eingeschrankt ist, daraus ein Argument 
gegen die Anerkennung des Thymocrescins ableiten. 
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Zusammenfassung. 


1. Fiitterung von Ratten, sei es, daB sie Magermilch oder Voll 
milch erhielten, unter Zusatz von je 10 mg Erepton taglich, hatte keinen 
wachstumsférdernden EinflubB. 

2. Daraus folgt, daB die in friiheren Arbeiten nachgewiesene stark 
Wachstumsférderung durch 1 mg Thymocrescin nicht auf einer un 
spezifischen Aminosaiurewirkung beruhen kann. 

3. Bei Zufuhr von Wachstumshormon des Hypophysenvorder 
lappens ergab sich, daB nur an mit vitaminarmer Magermilch gefiitterten 
Ratten die volle Wirkung des Wachstumshormons auftrat, wahrend bei 
Ernahrung mit Vollmilch der EinfluB dieses Hormons ganz zuriicktrat. 

4. Hieraus ergibt sich, daB nicht blof8 Thymocrescin, sondern auch 
das Wachstumshormon des Hypophysenvorderlappens bei Ernahrung 
mit vitaminreicher Vollmilch wirkungslos ist. 
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Uber die Messung einer braunen Diazoreaktion im Blutserum. 
Von 
L. Jendrassik und M. Rébay-Szabé. 
(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Pécs, Ungarn.) 


(Eingegangen am, 25, September 1937.) 


Die Bestimmung von aromatischen Kohlenstoffverbindungen, ins- 
besondere Benzol- und Indolderivaten, in Kérpersaften ist eine Aufgabe, 
die sowohl zur Verfolgung pathochemischer Fragen, als auch fiir klinische 
Zwecke von Bedeutung ist. Von den hierzu verwandten Methoden sind 
einige spezifisch, wie die Indicanmethoden, die Mehrzahl jedoch bezieht 
sich auf kleinere oder gréBere Gruppen dieser Substanzen. Die am 
meisten verbreitete Xanthomethode L. Bechers (1) (falschlich .,Xantho- 
proteinprobe*‘ genannt) griindet sich auf die allgemeine Reaktion der 
Nitrierung aromatischer Ringe. [Ein genaues photometrisches Ver- 
fahren zur Auswertung dieser Reaktion hat der eine von uns in Gemein- 
schaft mit A. Polgdr vor kurzem angegeben (2).] 

Der Nachweis von Phenolen kann auch auf Grund ihres Reduktions- 
vermoégens erfolgen, ebenso mit Hilfe der Millon- oder einer Diazoreaktion. 
Wahrend die Reduktion aber nicht eindeutig ist, da dabei auch aliphatische 
reduzierende Stoffe mitspielen kénnen, so sind die Diazomethoden fiir 
cyclische Stoffe spezifisch und begrenzen gewisse Gruppen dieser Ver- 
bindungen. Zur Untersuchung des Harns dient die alte Hhrlichsche und 
Paulysche Reaktion. Fiir das Blut eignet sich die Andrewes-Hewittsche (4) (6), 
die Theis-Benedictsche (3) oder die Bechersche (Diazo-)Methode (5). Die 
Methode von Theis und Benedict wurde im Jahre 1924 beschrieben und 
seither auch zu pathochemischen Untersuchungen oft angewandt. Andrewes 
machte in demselben Jahre die Beobachtung, daB man bei der Bilirubin- 
bestimmungsmethode von Hijman’s van den Bergh in schwer uraimischen 
Fallen an Stelle des roten Azobilirubins eine braune Verfarbung findet, und 
empfahl diese Reaktion zum Nachweis der Niereninsuffizienz. Sein Vor- 
gehen wurde durch Hewitt (6) etwas modifiziert, die Beobachtungen im 
iibrigen wurden in den folgenden Jahren von einer gréBeren Zahl von 
Forschern bestatigt [(7) bis (13)]. Eine andere Diazomethode schlieBlich 
stammt von E. Becher (5): Die Behandlung des trichloressigsauren Blut- 
filtrats mit Diazoreagens und nachfolgender Alkalisierung. 

Alle diese Diazomethoden sind aber nicht geniigend exakt und 
eignen sich mehr nur zur Erkennung gréBerer Abweichungen von der 
Norm. Ein Grund hierfiir ist die Instabilitat des gebildeten Farb- 
produktes, ein anderer der Umstand, daB aus den Reagenzien bei 
Alkalisierung auch ein anderer, meist gelblicher Farbstoff entsteht, was 
den kolorimetrischen Vergleich stért. Mit Riicksicht aber auf die 
physiologische und klinische Bedeutung der in Frage stehenden Sub- 
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stanzen ware es wiinschenswert, tiber eine genauere Diazomethode zu 
verfiigen. Vorteilhaft ware dabei, wenn der Wirkungsbereich der Prolx 
von dem der Xanthomethode verschieden ware und nur einen kleineren 
Teil der Benzol- und Indolderivate umfassen wiirde. 

Im folgenden beschreiben wir eine derartige Methode. Das Ver- 
fahren leitet sich ab von dem, welches einer von uns (./.) in Gemeinschaft 
mit R.A. Cleghorn im vorigen Jahre mitgeteilt hat (13). Es geniigt, den 
Bilirubingehalt des Blutserums nach dieser Methode am Pulfrichschen 
Stufenphotometer zu bestimmen. Aus den abgelesenen Extinktions. 
werten erhalt man auch die Farbintensitat einer anderen, ein braunliches 
Produkt ergebenden Diazoreaktion, welche von einem Teil der freien 
eyclischen Verbindungen des Blutsaftes herriihrt. Diese Methode ent- 
spricht durchaus den oben erwahnten Anforderungen!. Die Ausfiihrung 
ist zwar der Bilirubinbestimmung gleich, mu aber hier trotzdem kurz 
wiedergegeben werden, damit daraus die Berechnungsmethode ab- 
geleitet werden kann. 

Das Verfahren. 


Prinzip. Wird Blutserum in Anwesenheit eines geeigneten Kata- 
lysators, wie Coffein-Natriumbenzoat-Natriumacetat, mit diazotierter 
Sulfanilsiure vermengt, so entstehen neben dem roten Azobilirubin 
auch andere Farbstoffe, die teils auf das Diazoreagens selber zuriick- 
zufiihren sind (gelbe Nebenfarbe: «), teils von gewissen Benzol- und 
Indolderivaten des Serums herriihren (brauner Azofarbstoff). Letztere 
Gruppe kommt physiologisch nur in Spuren vor. Bei gewissen Krank- 
heiten aber kann ihre Menge bedeutend anwachsen und der braune 
Farbstoff kann das rote Azobilirubin sogar iibertreffen. Das resultierende 
Farbstoffgemenge wird am Pulfrich-Photometer mit Filter 8 53 und 
S 43 untersucht. Aus den Extinktionswerten kann neben der Bilirubin- 
konzentration auch die Farbstarke des braunen Azofarbstoffs (in 
Extinktionswerten) berechnet werden. 

Reagenzien. Siehe die Bilirubinmethode (13). 

Ausfiihrung. Es werden zwei Gemische hergestellt: 

1. (Probe.) leem Serum +2ccem Coffeinmischung + 1,5 ccm 
Wasser + 0,5 cem Diazoreagens. 

2. (Kontrolle.) lecem Serum + 2 ccm Coffeinmischung + 2 ecm 
Wasser. 

Die zwei Gemische werden gleichzeitig in GefaBen von 1 em Schicht- 
dicke im Pulfrich-Photometer untersucht, und zwar !/, Stunde nach der 
Herstellung, und die Extinktionskoeffizienten sowohl im Griinlicht 


1 Das Verfahren wurde in der Arztlichen Sektion des wissenschaftlichen 
Vereins der Universitat Pécs am 30. November 1936, ebenso in dem Konig. 
Arzteverein Budapest am 22. Januar 1937 vorgetragen (16). 
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(Filter S53) wie im Violettlicht (Filter 843) ermittelt. Bezeichnet 
man diese mit E/* bzw. E}", so ist die Bilirubinkonzentration in Milli- 
prozenten [vgl. (13)]: ¢ = 5,62 E?* —1,12(E{* — s). (Uber die Be- 
deutung von s siehe auch weiter unten.) Ist soc bekannt, so kann daraus 
der durch den braunen Azofarbstoff verursachte Teil von E£;° berechnet 
werden, aus Griinden, die weiter unten auseinandergelegt werden, im 
Sinne der Gleichung: 
d = EY’ —#+0,le. 


Es ist vorteilhaft, das 100fache von d als MaBeinheit zu wahlen und 
mit Z zu bezeichnen, daher 


Z = 100 (Ef —s +0,1e). 


Bei jeder Bestimmung wird daher erst die Bilirubinkonzentration be- 
rechnet und mit Hilfe dieser Z, was die Starke der braunen Diazoreaktion 
angibt. 


Bei dieser Methode muB der Wert s besonders genau bekannt sein und 
besonders beriicksichtigt werden [vgl. die Bilirubinmethode (13)]. Dieser 
muB bei Herstellung neuer Reagenzien immer aufs neue bestimmt, auBer- 
dem wochentlich einmal kontrolliert werden. Zu diesem Zwecke werden 
die folgenden zwei Mischungen hergestellt : 

2cem Coffeinmischung -+ 2,5ceem Wasser + 0,5cem Diazoreagens 

2 +3 


°° . ” 


Die beiden Mischungen werden nach Ablauf einer halben Stunde gegen- 
einander in GefaéBen von lem Schichtdicke untersucht und aus dem ab- 
gelesenen D-Wert E}* = s berechnet. Wesentlich ist bei der Methode, 
daB s nach einer halben Stunde bedeutend héher ist als nach 3 bis 5 Minuten, 
der Wartezeit der Bilirubinmethode; darum mu8 s unbedingt nach Ablauf 
dieser Zeit ermittelt werden, die zur vollen Ausbildung des braunen Azo- 
farbstoffs nétig ist. Spater andert sich seine Intensitaét kaum mehr. Der 
Wert des Bilirubins ist —- nach Abzug des richtigen s-Wertes —- auch nach 
dieser halbstiindigen Bestimmung richtig. Es ist also vorteilhaft, die Ab- 
lesungen immer nach einer halben Stunde vorzunehmen, um neben ¢ auch Z 
erhalten zu kénnen. 

Der Wert von Z liegt bei normalen Personen unter 10. Eine Steigerung 
auf 10 bis 15 entspricht einer leichten Erhéhung. Zwischen 15 bis 20 ist 
diese mittelhoch, 20 bis 50 hoch, iiber 50 sehr hoch zu nennen. Als seltene 
Ausnahmen kommen auch Werte oberhalb 100 vor. 


Erklirung und Begriindung der Methode. 


Wie fiir die Bilirubinmethode entwickelt wurde, ist die im Photo- 
meter durch Filter 843 erhaltene Extinktion gleich der Summe der 
xtinktionen des Azobilirubins (E{°) und des braunen Azofarbstoffs (d), 
vermindert um die Extinktion des nicht umgewandelten Bilirubins der 
Kontrollésung (£}"), daher: 


43 74 745 
B* —e= ES — E;’ +d. 
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Da die Extinktionen des Bilirubins und Azobilirubins den Konzen- 
trationen proportional sind, ist E}* = a,c und E}* = fyc, wobei «, 
und #, Konstanten bedeuten, welche durch uns ermittelt worden sind 
{vgl. (13)]. Durch Einsetzen dieser Werte in die obige Gleichung wird: 
E® — § = (a, — B,)e +d; da aber (a, — By) = y, bezeichnet wurde. 
dessen Wert mit sehr groBer Annaherung (— 0,1) ist, folgt (wenn wir 
die Schichtdicke im Index bezeichnen) : 


d = FY —s +0,le, 
was als Grundlage der Berechnung angegeben wurde. 


Wie in der Beschreibung der Bilirubinmethode auseinandergesetzt 
wurde, bildet die Kenntnis des Verhaltnisses der Extinktionen des braunen 
Azofarbstoffs in Violettlicht (S43) und Griinlicht (S53) eine Grund 
bedingung der Methode. Der Wert dieser Konstanten, welche mit @ be- 
zeichnet wurde, liegt zwischen 4,4 und 5,9, und ist im Durchschnitt 5,2. 
Dieser Wert wurde dort auf einem mehr indirekten Wege gefunden. Mit 
Riicksicht aber auf seine Wichtigkeit auch fiir die Berechnung der braunen 
Diazoreaktion haben wir diesen Wert auch auf einem anderen, und zwai 
einfacheren Wege ermittelt. Dies wird durch die langsame Ausbildung des 
Reaktionsproduktes erméglicht. Wahrend das Azobilirubin sich schon in 
den ersten Minuten quantitativ entwickelt, ist die Entstehung des braunen 
Azotarbstoffs erst nach Ablauf einer halben Stunde beendet. Liest man daher 
die beiden Extinktionen sowohl nach 4 (3 bis 5) als auch nach 30 Minuten ab, 
so ergibt (nach Abzug der entsprechenden s-Werte) das Verhaltnis dei 
Differenzen zwischen den 30- und 4-Miftuten-Werten das zu bestimmende #. 
Diese Bestimmung ist selbstredend auch nur in Fallen mit stark ge- 
steigertem Z mit geniigender Genauigkeit méglich. Auch dann sind die 
Bestimmungen in gréBerer (iiber 3em) Schichtdicke auszufiihren. 

Beispiel einer solchen Bestimmung. Die abgelesenen Extinktionen: 

Nach 4 Minuten: E** = 0,730, B53 = 0,218 
— s Es = 1,290, £35 = 0,280 


Zur- Abrechnung des Einflusses der gelben Nebenfarbe mu von diesen 
Werten noch s subtrahiert werden. Zwecks gréBerer Genauigkeit muB aber 


diese Korrektion in diesem Falle auch bei Filter 53 erfolgen, wo die Extink- 
tionen der gelben Nebenfarbe etwa 30mal niedriger als bei Filter 43 sind. 


Die Werte von s fanden wir in diesem Falle: 


S 43 nach 4 Minuten: 0,186, nach 30 Minuten: 0,450 
gi i aon °° SS is 0,015 


Die korrigierten Extinktionen sind daher 
nach 4 Minuten: E}* = 0,544, B}° = 0,212 
» 30 " E}* = 0,840, £3? = 0,265 
Somit ist die Steigerung von 
Es = 0,840 — 0,544 = 0,296 
E53 = 0,265 — 0,212 = 0,05% 


und daher 
0,296 


= = 5,6. 
t 6053 ~~” 
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Fiinf solche Messungen ergaben: 5,6, 4,7, 5,9, 5,7 und 4,1, Werte, welche 
mit der nétigen Annaherung iibereinstimmen und die friiheren Ergebnisse 
bestatigen. 


Die Bestimmung von Z kann auch im Harn erfolgen, in ganz derselben 
Weise wie im Blutserum. Ist der Harn alkalisch, so wird er durch Essigsiure 
neutralisiert. In Abwesenheit von Bilirubin kann £}* unmittelbar als MaB 
der Diazoreaktion angesehen werden. Dieses MaB ist jedoch hier weniger 
genau, da das Lichtabsorptionsvermégen des Produktes weniger einheit- 

lich ist. 


Die Untersuchung verschiedener Substanzen. Um das Wirkungs- 
gebiet unserer Diazoreaktion festzustellen, wurden die Substanzen in 
0,1 bis 0,5 °%,iger Lésung mit Coffeinmischung (Coffein-Natriumbenzoat- 
Natriumacetat) und Diazomischung in denselben Volumenverhiltnissen 
wie das Serum vermengt. 

a- und f-Naphthylamin, welche fiir die Untersuchung von Kérper- 
fliissigkeiten bedeutungslos sind, geben die Probe mit roter bzw. orange- 
roter Farbe. Stark reagieren die verschiedenen Phenole in gelblich- 
braunlichen Farbténen. Monophenole, wie Carbolsdéure und «-Naphthol, 
reagieren schwacher als Di- und Polyphenole: Pyrocatechin, Resorcin, 
Hydrochinon, Phloroglucin, Orcin, weiter ebenso Metol, p-Kresol, 
m-Kresol, Naphthionsdure, Indoxylschwefelséure (Indican), Adrenalin, 
und zwar alle mit gelber oder braiunlicher Farbe. Auch Pyrrol, Indol 
und Scatol: die entsprechenden Kohlenwasserstoffe reagieren stark 
und mit aéhnlicher Farbe. Schwach wirksam sind 7'yramin und Histamin. 

Negativ verhalten sich aber Phenylalanin (d-), Tyrosin, Tryptophan, 
Histidin, ebenso Purinderivate, Adenosin und viele andere biogene Stoffe. 

Von einigen oft gebrauchten Arzneimitteln wurden untersucht und 
negativ gefunden: Salicylsdure (natiirlich auch Benzoesdure, welche in 
der Katalysatormischung in sehr hoher Konzentration vorhanden ist), 
Acetylsalicylsdure, Phenacetin, Antifebrin, Atophan, Veronal, Luminal, 
Sympatol. Nur das Pyramidon gibt eine schwache Reaktion: blaue 
Farbe, welche aber sehr schnell verblassend in hellgelb iibergeht. 

Das negative Verhalten der obenerwahnten cyclisch-substituierten 
Aminosiuren ist erstens darum von Bedeutung, weil sich dadurch das 
Ergebnis unseres Verfahrens von dem der Xanthomethode wesentlich 
unterscheidet. Der Normalwert der letzteren wird nach den Unter- 
suchungen E. Bechers eben durch diese Substanzen, hauptsichlich 
Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan bedingt, wihrend die Phenole 
mehr fiir die pathologisch erhéhten Werte verantwortlich sind. Unser 
Verfahren erfaBt also unmittelbar die fiir pathologische Abweichungen 
charakteristischen Produkte. Zweitens ist es dem negativen Verhalten 
der erwihnten Aminoséuren zu verdanken, dab die Serumeiwei®kérper 
aus dem Spiel bleiben und ihre Beseitigung unterbleiben kann. 

Die in den Kérpersaéften auch physiologischerweise vorkommenden 
aromatischen Saureabkémmlinge [vgl. hierzu (14)| sind aller Wahr- 
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scheinlichkeit nach auch negativ, wie dies aus dem Verhalten der Salicy! 
siure und des Tyrosins zu schlieBen ist. Oxyproteinsiuren wurden bisher 
nicht untersucht. Sie kénnten zum Teil fiir die Normalwerte der Probe 
verantwortlich sein. 

In Fallen von Hyperbilirubinaimie sind die oft zu findenden hohen 
Z-Werte wahrscheinlich auf Verbindungen ganz anderer Art zuriick- 
zufiihren, namlich auf gewisse Abkémmlinge des Bilirubins. In solchen 
Fallen findet man auch im Harn braungelbe Azofarbstoffe, deren Mutter- 
substanzen aber im Gegensatz zu den phenolartigen Stoffen durch 
Barium- oder Calciumsalze, ahnlich dem Bilirubin, fallbar sind. Unsere 
diesbeziiglichen Untersuchungen sind noch nicht abgeschlossen [vgl. (15)}. 
Sie weisen aber schon jetzt darauf hin, daB dem Ergebnis unseres Ver- 
fahrens in Fallen von Hyperbilirubinamie eine ganz andere Bedeutung 
zukommt als bei allen anderen Zustanden. 


Aus dem oben Gesagten geht hervor, daB unsere Methode ein 
neue, von den bisher bekannten sich unterscheidende Diazoprobe darstellt. 
Die coffeinhaltige Katalysatormischung schafft andere Bedingungen 
fiir die Azofarbstoffbildung als sie bei den bisherigen, voneinander mehr 
oder minder abweichenden Diazoproben bestehen. Unsere Probe wird 
in nahezu neutralem Medium ausgefiihrt und unterscheidet sich schon 
darin von den meisten anderen. Wenn wir aber die Andrewes-Probe 


ohne Alkalisierung ausfiihren, so deckt sich ihr Ergebnis durchaus nicht 
mit dem unserer Methode. So z. B. gibt Adrenalin und Pyrocatechin in 
alkoholischem Milieu mit diazotierter Sulfanilsiure keinen Azofarbstoff. 
wahrend ein solcher in Anwesenheit des coffeinhaltigen Katalysators 
auftritt. Es ist méglich, da auch andere Substanzen ahnliche Unter- 
schiede zeigen k6nnen. 


In einigen Fallen haben wir versucht, die Diazoprobe in alkoholhaltigem 
Medium, und zwar unter neutralen Verhaltnissen, nach vorheriger Ent- 
fernung des Bilirubins auszufiihren, wodurch die Reaktionsmischung fiir 
eine kolorimetrische Untersuchung geeignet wird. Das Blutserum wurde zu 
diesem Zwecke mit Bariumchloridpulver (oder auch mit gepulvertem Mono- 
kaliumphosphat) versetzt, wobei das Bilirubin oft quantitativ gefallt wird. 
Nun wurde das dreifache Volumen Alkohol zugesetzt, der EiweiBnieder- 
schlag abfiltriert und das Filtrat mit Diazoreagens vermischt (4 cem Filtrat 

leem Diazoreagens). Bei diesem Vorgehen gelingt die Entfernung des 
Bilirubins nicht immer quantitativ, es ist also schon darum zum allgemeinen 
Gebrauch nicht geeignet. Aber auch in den Fallen, in welchen das Filtrat 
sich véllig bilirubinfrei erwies, ergab die photometrische Messung (Filter S 43) 
Werte (100. £%°), die sich mit dem Ergebnis der geschilderten Coffein- 
methode (Z) nicht immer deckten. Die Unterschiede waren oft wesentlich 
(selbst 20 bis 30°.) in positiver sowie negativer Richtung. Dies weist auch 
darauf hin, daB die Katalysatorwirkungen des Alkohols und der Coffein- 
mischung nicht gleichwertig sind. 


Einen Vorteil unserer Methode bildet ihre Einfachheit, aber auch 
der Umstand, da8 gleichzeitig auch der Bilirubingehalt erfaBt wird. 
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Vorteilhaft ist auch, daB Salicylsiure und einige oft verwandte Arznei- 
mittel auf das Ergebnis ohne EinfluB sind. Im allgemeinen darf aber 
die medikamentése Behandlung nicht auBer acht bleiben, weil andere 
Arzneimittel oder aber gewisse Umwandlungsprodukte doch von 
EinfluB sein kénnten. Die Methode stellt eine Gruppenreaktion dar, 
welche aber wesentlich enger begrenzt ist als das Gebiet der Xantho- 
reaktion. Ihr Ergebnis unterscheidet sich auch von dem anderer Diazo- 
proben. Thre Bedeutung steht etwa in der Mitte zwischen der Xantho- 
probe und der Indicanbestimmung. Wir glauben, daB unsere Methode 
die Indicanbestimmung, die ungenau ist bzw. eine besondere Ausriistung 
erfordert, in der pathochemischen Forschung und im klinischen La- 
boratorium im allgemeinen entbehrlich machen wird. 

Mit der angegebenen Methode wurde eine groBe Zahl von Seren 
normaler und kranker Menschen untersucht. Uber das Ergebnis dieser 
Messungen berichten wir an anderer Stelle. 


Zusammenfassung. 


Versetzt man Blutserum in Anwesenheit einer coffeinhaltigen 
Katalysatorlésung mit diazotierter Sulfanilsiure, so entsteht neben dem 
roten Azobilirubin auch ein braunlicher Azofarbstoff. Dieser riihrt von 
Benzol- und Indolderivaten her (besonders als Alkohole und Ester), 
die unter normalen Verhiltnissen nur in Spuren vorkommen, bei ge- 
wissen Krankheiten aber vermehrt auftreten. 

Das Ergebnis dieser neuen Diazoreaktion ist von dem der anderen 
Diazomethoden verschieden. Es wird in Extinktionswerten ausgedriickt, 
die aus den MeBergebnissen der Bilirubinbestimmung nach Jendrassik- 
Cleghorn in einfacher Weise berechnet werden kénnen. Das Verfahren 


eignet sich wegen seiner Einfachheit und geniigender Zuverlassigkeit 
sowohl fiir physiologische als auch fiir klinische Anwendung. 
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Versuche iiber die Baickereihefeerzeugung nach dem Zulauf- 
und Liiftungsverfahren. 
IIL. Mitteilung: 
Der Einflu8 eines steigenden Angebots an Stickstoff und Phosphorsadure auf 
die Ausbeute und Qualitit der Hefe. 
Von 
R. Pfundt. 
(Aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Technologie in Weihenstephan.) 
(Eingegangen am 27. September 1937.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Uber die Assimilation von Stickstoff und Phosphorsaure durch Hefe 
liegen bereits zahlreiche Arbeiten vor. Diese Veréffentlichungen gehen 
aber kaum auf die Frage ein: Wie wird die Ausbeute, Zusammensetzung 
und Qualitat der Hefe beeinflu&t, wenn der Hefe zu ihrer Bildung 
steigende N- und P,O;-Mengen bei sonst gleichen Versuchsbedingungen 
zur Verfiigung gestellt werden und wie ist dabei die Ausnutzung dieser 
Nahrstoffe ? Neben dem assimilierbaren N der Melasse mu8 der Hefe 
noch weiterer N zum Zellaufbau gegeben werden. Dieser N kann als 
organisch gebundener N (Aminosaéuren) in Form von EiweiBhydrolysaten 
oder als anorganisch gebundener N als Ammonsalz-N in die Wiirze ein- 
gebracht werden. Ein Vergleich dieser Formen erscheint in diesem Zu- 
sammenhang ebenfalls interessant. 


A. Rohstoffe, Vorbereitung und Analyse. 


1. Riibenzuckermelasse. Eigenschaften un@ Vorbereitung der ver- 
wendeten Melasse sind in unserer ersten Mitteilung! beschrieben. 

Stammwiirze fiir die Versuche I mit IV: Aus dem Gehalt der Melasse 
und des ErdnuBhydrolysats an assimilierbarem N und an Invertzucker bzw. 
Glucose und der fiir den Versuch vorgesehenen Menge an Zucker und assi- 
milierbarem N wurden die Mischungsverhaltnisse dieser beiden Stoffe 
berechnet. Die berechnete Melassemenge wurde zu einer Wiirze verarbeitet, 
diese dann mit dem ErdnuBhydrolysat zu 6624 cem ergénzt und das py aut 
5,5 bis 5,7 eingestellt. Die fehlende P,O,-Menge wurde als Na,HPO, 
. 2 H,O gegeben. 

2. Nahrsalzlésungen. NH,OH- und (NH,),SO,-Lésung mit je 2g N 
in 100 cem; (NH,),H PO, mit 2g N und 5,07 g P,O; in 100 ccm. 

3. ErdnuBkuchenmehlauszug (nach DRP. Nr. 641742 von Pfeifer 
& Langen, Kélna. Rh.). 1000 g¢ ErdnuBkuchenmehl wurden mit 2,7 Liter 
Brunnenwasser und 270g Schwefelsiure (spez. Gew. 1,84) angeriihrt und 
8 Stunden lang mit direktem Dampf im schwachen Sieden erhalten. Hierautf 


! Diese Zeitschr. 287, 115f., 1936. 
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wurde filtriert und der Riickstand so lange mit heiBem Wasser ausgewaschen, 
bis insgesamt 20 Liter Auszug gesammelt waren. Der Auszug wurde noch- 
mals filtriert und steril aufbewahrt. 

In 100cem Auszug waren enthalten: 364,0 mg Gesamt-N; 233,3 mg 
assimilierbarer N; 61,2 mg P,O,; 927 mg Glucose. 

Der assimilierbare N der Melasse und des Erdnu®Bkuchenmehlauszuges 
wurde wie folgt bestimmt: Aus der Melasse bzw. dem ErdnuBhydrolysat 
wurde eine Wiirze unter Zusatz von Nahrstoffen hergestellt, und zwar so, 
daB der melasse- bzw. erdnuBeigene N im Nahrstoffminimum war. Die 
Wiirze wurde mit Hefe angestellt und bei 25 bis 28° C unter Beliiftung ver- 
goren, ahnlich wie fiir die Hauptversuche beschrieben ist. Die Differenz 
des Gesamt-N der Erntehefe und der Anstellhefe wurde als assimilierbarer N 
betrachtet. Die tatsachlich von der Hefe aufgenommene N-Menge ist um 
etwa 7°, gréBer, weil die Hefe einen Teil des aufgenommenen N wieder in 

‘die Wiirze abgibt (1). Da diese Menge aber kaum direkt exakt bestimmt 
werden kann, haben wir an der obigen Definierung des assimilierbaren N 
festgehalten. 

4. Die Stellhefe, Rasse D, wurde in gleicher Weise wie friiher' be- 
schrieben herangefiihrt. Fiir die vier Versuchsreihen wurden vier Ansatze 
Stellhefe bereitet. Auch beziiglich der Apparatur und der angewandten 
Untersuchungsmethoden sei auf obige Veréffentiichung verwiesen. 


B. Beschreibung der Versuche. 


Die Versuche gliedern sich in drei Gruppen: 


1. Reihe. Versuch I mit IV, steigendes Angebot an organisch ge- 
bundenem N (ErdnuBhydrolysat) bei ziemlich konstanter P,O,;-Gabe. 


2. Reihe. Versuch V mit VIII, steigendes Angebot an Ammonsalz-N 
bei konstanter P,O;-Gabe. 


3. und 4. Reihe. Versuch IX mit XIV, steigendes Angebot an 
P,O; bei konstanter Gabe an assimilierbarem N; zusatzlicher N als 
Ammonsalz. 


Garfiihrung. 1200 ccm Stammwiirze wurden mit 15 Liter Wasser auf 
25° C und ein px von etwa 5,0 bis 5,5 eingestellt, 110 g Stellhefe von 25%, 
Trockenmasse wurden mit dieser verdiinnten Wiirze angeriihrt und unter 
.halber Beliiftung’‘ mit 300 Liter Luft pro Stunde 1 Stunde lang beliiftet. 
Sodann wurde in weiteren 6 Stunden der Rest der Stammwiirze gestaffelt 
zuflieBen gelassen. Die Temperatur wurde in der Stunde um 1° gesteigert, 
bis 30° C erreicht waren, und dann bei 30° gehalten. Wahrend des Zulaufs 
und einer weiteren halben Stunde wurde ,,voll‘ beliiftet mit 600 Liter Luft 
pro Stunde. In der Ausreifezeit, den letzten beiden Stunden, wurde die 
Luftmenge wieder auf die Halfte vermindert. Die px-Fiihrung und das 
Nahrstoffangebot ist aus der Tabelle I zu ersehen. Es verdient noch erwahnt 
zu werden, daB die Einregulierung des px-Wertes bei den Versuchen I mit IV, 
die organischen Stickstoff als zusitzliche Stickstoffquelle enthielten, infolge 
der besseren Pufferung dieser Wiirzen viel leichter zu erreichen war als bei 
den Wiirzen mit anorganischen Niahrsalzen. 


1 A.a.O. S. 116. 
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(. Auswertung der 
Versuchsergebnisse. 


9.65 
5.6 


a) Der EinfluB steigende 
N-Mengen. 


l. und 2. Reihe. 


9,65 


5,8 


Bei der Versuchs- 
reihe 1 und 2 steigt die 
Ausbeute an Hefe mit 
zunehmendem Angebot 
an assimilierbarem N 
bei sonst gleichen Ver- 
suchsbedingungen in 
nahezu gleicher Weise 
an. Die Ausbeuten in 
den Versuchen mit den 
beiden héchsten N-Ga- 
ben sind in_ beiden 
Reihen praktisch gleich 
Bei den Versuchen mit 
der kleinsten N-Vorlage 
ist die Ausbeute _ bei 
gleichem Angebot an or- 
ganisch gebundenem N 
etwas giinstiger als bei 
anorganischen Nahr- 
salzen. Mit dem An- 
steigen des Angebotes 
an N steigt zugleich der 
prozentuale Gehalt der 
Hefe an N. Im Ver- 
gleich zu dem _ groBen 
Unterschied im Angebot 
an N ist die Schwan- 
kung im relativen N- 
Gehalt allerdings nur 
klein und bei _beiden 
Versuchsreihen nahezu 
gleich. Die Ausnutzung 
des assimilierbaren N, 
d.h. das Verhaltnis von 
dem in der Hefeaus- 
beute aufgenommenen 
zu dem in der Wiirze 
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vorgelegten assimilierbaren N,: ist bis zu der Grenze, bei der die Hefe 
1,95 bis 2,00°, N enthalt, gut. Wird aber das Angebot dariiber hinaus 
noch vergr6éBert, so wird der vorgelegte N schlechter ausgenutzt. 


Der prozentuale Gehalt der Erntehefe an P,O, schwankt nur wenig. 
In der 2. Versuchsreihe zeigt sich mit steigendem N-Angebot ein leichtes 
Ansteigen des Prozentgehalts der Erntehefe an P,O,. Die absolute 
Menge P,O,, die von der Erntehefe aufgenommen wird, steigt mit zu- 
nehmendem Angebot an N bei konstantem Angebot an P,O, ziemlich 
betrachtlich an. In der gleichen 
Weise bewegt sich natiirlich die 
Ausnutzung der vorgelegten P, O,. 

In der Abb.1 ist das An- 
gebot an assimilierbarem Stick- 
stoff auf je 100g Invertzucker 
der Ausnutzung des angebotenen 
assimilierbaren N und der P,O; 
gegentibergestellt. Die Abbildung 
zeigt, daB der besten Ausnutzung 
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Beim Vergleich der Qualitat ae & 


der Hefen der beiden Versuchs- 

reihen ergibt sich eine bessere Haltbarkeit der mit organischem N er- 
nahrten Hefen gegeniiber den mit Ammonsalzen gefiihrten. Bei der Ge- 
geniiberstellung der Garzeiten im Teig mu beriicksichtigt werden, dal 
fiir beide Versuchsreihen nicht das gleiche Mehl zur Priifung verwendet 
wurde. Die Hefen der ersten Reihe zeigen mit steigendem prozentualen 
N-Gehalt eine merkliche Verbesserung der Garzeit, und zwar sowohl des 
Antriebes als auch der Summe der Triebe. 


Die Ergebnisse dieser Versuche, soweit sie die Ausbeute betreffen, 
stehen scheinbar im Widerspruch zu den Befunden von H. Claassen (2). 
Dieser Autor berichtet, da8 mit Malzkeimausziigen und mit ErdnuBhydro- 
lysat als zusatzlicher N- Quelle gréBere Hefeausbeuten von besserer Qualitat 
erhalten werden als mit Ammonsalzen. Wir konnten diese Ergebnisse be- 
statigen, wenn wir nach Claassens Angaben nach dem sogenannten Fiill- 
verfahren arbeiteten. Dieses Verfahren ist aber gerade fiir die Arbeitsweise 
mit anorganischen Nahrsalzen ungiinstiger als fiir die mit organischer 
N-Quelle. Bei den hier beschriebenen Versuchen wurde, wie oben schon 
angegeben, nach dem jetzt allgemein iiblichen Zulaufverfahren gearbeitet. 
Der Unterschied zwischen dem Befund von Claassen und uns ist auf die 
verschiedene Arbeitsweise zuriickzufiihren. Hinsichtlich der Qualitat der 
erzeugten Hefen stimmen unsere Ergebnisse mit denen von Claassen dahin 
iiberein, daB bei organischer N-Gabe eine bedeutend bessere Haltbarkeit 
und Girzeit der Hefe erzielt wird. 
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b) Der EinfluB steigender P,O;,-Mengen. 
3. und 4. Reihe. 

Die 3. und 4. Versuchsreihe wurde mit Hefe von 2 Chargen an 
vestellt. Die beiden Stellhefen hatten allerdings, wie die Versuche X| 
und XII zeigen, praktisch die gleiche Beschaffenheit. 

Mit steigender P,O;-Gabe zeigt sich auch hier ein Ansteigen der 
Ausbeute, die bei 1,90 g P, O; auf 100 g Invertzucker bereits ihr Maximum 
hat. Eine weitere Erhéhung der P,O;-Gabe bis zu 2,5 g P.O; auf 100 ¢ 
Invertzucker verursacht keine merkliche weitere Anderung. Auch der 
prozentuale P,O,-Gehalt der Hefe steigt nur bis zum gleichen Punkt 
sehr maBig an und andert sich dann praktisch nicht mehr. Die Aus. 
nutzung der Phosphorséure nimmt, vom Versuch X abgesehen, nur 
wenig ab bis zum Versuch XIII, bei dem 2,08 g P,O; auf 100 g Invert- 
zucker treffen. Bei weiterer Erhéhung der P,O;-Gabe sinkt die Aus- 
nutzung ziemlich kraftig. Der prozentuale N-Gehalt der Hefen schwankt 
nur sehr wenig. Die aufgenommene absolute N-Menge steigt mit der 
Erhéhung der P,O;-Gabe bis zum Versuch XI, bei dem 1,875 g P,O, 
auf 100g Invertzucker treffen und bleibt dann praktisch konstant. 
Die Ausnutzung des assimilierbaren N geht damit naturgemaB parallel. 

Beriicksichtigt man, daB bei der 3. und 4. Reihe nicht das gleiche 
Mehl zur Teiggirprobe verwendet wurde, so ergibt sich, daB die Garzeit 
der Hefen im Teig durch die angewandten P,O,-Mengen praktisch 
nicht beeinfluBt wurde. Auch die Haltbarkeit zeigt keine wesentlichen 
Unterschiede. 

Zum SchluB sei noch darauf hingewiesen, da in der Arbeit von Reindel, 
Niederlinder und Pfundt' bereits iiber die Sterinproduktion der Hefen der 
Versuche I mit IV berichtet wurde. Nahere Angaben iiber die anderen 
in dieser Arbeit erwihnten Versuche K mit S finden sich in Bd. 291, 
S. 237, 1937, dieser Zeitschrift. 


Literatur. 


1) H. Claassen, Zeitschr. f. angew. Chem. 39, 443, 1926. —- 2) Derselbe, 
Angew. Chem. 45, 80, 1932. 


1 Diese Zeitschr. 291, 1, 1937. 





Eine Mikromethode zur Bestimmung des Athergehaltes 
von Organen. 
Von 
Otto Mollestad. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Oslo.) 


(Eingegangen am 27. September 1937.) 


In meiner Veréffentlichung iiber eine Mikromethode zur Be- 
stimmung von Athylalkohol in Organen! habe ich eine Anordnung be- 
schrieben, welche gestattet, den Alkoholgehalt von Organen genau und 
einfach zu bestimmen. Die Methode baut auf der von Widmark an- 
gegebenen Arbeitsweise auf, bedient sich aber des ,,Stempelkolbens**, 
mit welchem es gelingt, die Gewebsfliissigkeit aus dem Gewebe aus- 
zupressen und der Destillation zuganglich zu machen. 

In Verbindung mit einer gréBeren Untersuchungsreihe erschien 
es u. a. wiinschenswert festzustellen, ob sich der Athergehalt von Organen 
in der namlichen einfachen Weise ermitteln lassen wiirde. Zu diesem 
Zwecke wurde zuerst eine Reihe von Kontrollanalysen mit wasserigen 
Atherlésungen verschiedener Konzentrationen ausgefiihrt, wobei man 
sich sowohl einer ,,Makromethode‘ wie der ,,Mikromethode*’ (nach 
Widmark) bediente. Bei der Makromethode wurden 2 bis 3 ccm wasseriger 
Atherlésung zu 10 ccm gesattigter wasseriger Pikrinsiurelésung gegeben 
und die Fliissigkeit zum Kochen erhitzt. Als Vorlage diente eine be- 
kannte Menge Bichromatschwefelsiurelésung, deren Oxydationswert 
durch Blindversuch unter analogen Bedingungen jedesmal festgestellt 
wurde. Die Vorlage wurde durch laufendes Wasser gekiihlt. Der Faktor, 
welcher die pro Volumeneinheit Thiosulfat (n/100) (bzw. die aquiva- 
lente Menge Bichromat) oxydierte Menge Ather angibt, wurde zu 0,925 
gefunden: 1 cem n/100 Thiosulfat = 92,5 y Athylather. Dieser Faktor 
ist identisch mit dem theoretisch zu erwartenden. 


Bei Bestimmung des Athergehalts der Lésung mit der Mikro- 
methode im Stempelkolben wurde ein etwas héherer Faktor, namlich 
0,95 erhalten?. Die Ursache der Abweichung der Faktoren der Makro- 
bzw. der Mikromethode voneinander ist jedoch nicht in einem ver- 
schiedenen Oxydationsverlauf zu suchen, sondern ist durch auBere 
Umstande bedingt (Ausblasen der Proben aus den Ampullen). 


1 Diese. Zeitschr. 275, 136—146, 1934. — 2? Beziiglich der Destillations- 
zeit ergab sich, da man bei 2'/, bis 3stiindigem Erhitzen einen kon- 
stant bleibenden Faktor (0,95) erhalt, wahrend bei kiirzerem Erhitzen der 
erhaltene Faktor héher liegt. Die Destillationstemperatur betrug + 60° C. 
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Analysen von Organen athernarkotisierter Tiere wurden sowohl mit 
der Makro- wie mit der Mikromethode ausgefiihrt. Hierbei ergab sich, 
daB die mit der Mikromethode erhaltenen Werte gegeniiber den mit 
der Makromethode ermittelten etwas zu hoch ausfielen, wenn bei der 
Mikroanalyse der Faktor 0,95 der Ausrechnung zugrunde gelegt wurde. 
Hingegen erhielt man bei Verwendung des theoretischen Wertes 0,925 
miteinander iibereinstimmende Resultate nach beiden Verfahren, was 
aus nachstehender Tabelle hervorgeht. 





Makromethode | Mikromethode sto! 





Durchschnittlicher | Durchschnittlicher auf 
Athergehalt Anzahl Analysen || Athergehalt Anzahl Analysen 
0 | 0% met 


ang 


lan 
0,68 0,66 Gi 
0,87 | 0,85 oan 
0,52 0,52 met 
C 4 € 
0,99 0,98 oute 


Leber. 


Muskulatur. fiir 

0,18 0,18 9 -le} 

0,53 0,55 10 klei 
0,73 0,73 5 

bei 


Mikroatherbestimmungen in Organen lassen sich also mit dem die 

Stempelkolben ebenso gut ausfiihren wie Mikroalkoholbestimmungen. nun 

jah 
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Kine neue einfache Methode zur Bestimmung des Blutzuckers. 
Von 
Sandro Seiler. 
(Aus der medizinischen Poliklinik in Bern.) 


(Eingegangen am 30. September 1937.) 


Die Bestimmung des Blutzuckers mittels der tiblichen Methoden 
st6Bt im poliklinischen Betrieb und mehr noch in der arztlichen Praxis 
auf verschiedene ziemlich groBe Schwierigkeiten. Die genauen titri- 
metrischen Methoden, wie sie von Bang, Hagedorn-Jensen, Shaffer u. a. 
angegeben wurden, sind durchaus nicht einfach anzuwenden und ver- 
langen eine recht erhebliche Schulung in der Laboratoriumstechnik. 
Sie sind zudem zeitraubend und auch ziemlich kostspielig. Die kolori- 
metrischen Methoden sind allerdings einfacher und rascher ausfiihrbar, 
erfordern jedoch die Anschaffung besonderer Kolorimeter, deren Kosten 
fir die meisten praktizierenden Arzte unwirtschaftlich und auch fiir 
kleinere Institute nicht ohne Bedeutung sind. 

Ich habe seit langerer Zeit versucht, eine Methode zu finden, die, 
bei fiir praktische Zwecke geniigender Genauigkeit, sich rasch und ohne 
die obenerwahnten Schwierigkeiten ausfiihren lieBe, und ich glaube 
nunmehr, gestiitzt auf vergleichende Bestimmungen und auf eine mehr- 
jahrige Anwendung in der medizinischen Poliklinik, die folgende Methode 
empfehlen zu diirfen. 

Ich bin dabei von einer Methode ausgegangen, die von Sahli aus- 
gearbeitet und beschrieben wurde. Die Sahlische Methode beruht auf 
der Reduktion des sogenannten Pavy-Reagens durch den Zucker, 
nachdem der Blutzucker mit Alkohol extrahiert und der Extrakt durch 
Verdampfung zur titrimetrischen Bestimmung vorbereitet ist. Diese 
Vorbereitung, die langwierig und unbequem auszufiihren ist, habe ich 
hauptsachlich zu vereinfachen gesucht. 

Meine Methode benétigt 2 bis 3 cem Blut, das aus der Armvene ent- 
nommen wird. Ein Anticoagulans ist nicht notwendig, wenn das Blut 
sofort nach der Entnahme in die vorher bereitgestellten Lésungen zur 
EnteiweiBung gebracht wird. Eine Falschung der Ergebnisse der Blut- 
zuckerbestimmungen, die durch fermentative Garung des Blutzuckers 
auftritt, wenn die Bestimmung erst langere Zeit nach der Blutentnahme 
erfolgt, wird dadurch vermieden, da in dieser Mischung der Blutzucker 
noch langere Zeit konstant bleibt. 

Zur Mikrobestimmung eignet sich die Methode nicht, ohne an 
Kinfachheit der Ausfiihrung oder an Genauigkeit der Resultate zu sehr 
einzubiiBen. Die Benutzung von Venenblut bringt praktisch keinen 
Nachteil; die Unterschiede des Zuckergehalts im vendsen und im 
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Kapillarblut sind im Niichternzustand so gering, daB sie ohne weiter: s 
vernachlassigt werden kénnen. 

Zur EnteiweiBung des Blutes benutzen wir die Methode von Foli;- 
Wu, bei welcher in der zuckerhaltigen Lésung allerdings neben dei 
Zucker noch andere reduzierende Stoffe (Kreatinin, Harnsaure, Harn- 
farbstoffe u.a.) zuriickbleiben, aber in so kleinen Mengen, daB sic 
praktisch nur unter sehr seltenen pathologischen Verhaltnissen in Betracht 
fallen kénnen. Diese Fehle: haften aber auch den iibrigen, ebenfalls 
auf Reduktion beruhenden Blutzuckerbestimmungsmethoden an. 

Die Titration erfolgt mit den von Pavy-Sahli angegebenen Reagen- 
zien zur Harnzuckerbestimmung, und beruht auf der Reduktion von 
Kupfersulfat zu dem in ammoniakalischer Lésung farblosen Kupfer- 
oxydulhydrat durch den Zucker, so daB die vorher blaue Lésung farblos 
wird. Zu einer bestimmten Menge der Blutzuckerlésung wird im Uber- 
schuB Pavy-Reagens gegeben, und der UberschuB mit reiner Glucose- 
lésung titriert. Durch Verbindung der Titration mit einer Leertitration 
wird die Blutzuckerbestimmung von der Genauigkeit der Glucoselésung 
unabhangig. 

Notwendige Reagenzien. 
1. 10°. ige wasserige Lésung von Natriumwolframat. 
2. ?/,n Schwefelsaure. 
3. Pavy I: Kristallisiertes, reines Kypfersulfat .. wo. 4,158 g 
Destilliertes Wasser ....... os ... ad 500,0 cem 
er: 3 Seignettesalz re Janes, Lae 
ROGER: TEUMIE so 65 own 0 oie Vine oe te Sie oc Aiain: gh see 
Ammoniak (spez. Gew. 0,88) .. .... 300,0 com 
Destilliertes Wasser ...............2+0+202-.. ad 500,0 ,, 
Genaue Herstellung der Pavy-Reagenzien ist notwendig. 
5. 0,1°,ige wasserige Lésung von reiner Glucose. 
Zur Verhinderung von Bakterienwachstum in dieser Lésung und 
‘Vermeidung von Girung empfiehlt sich ein Zusatz von 0,1 °,, Methylium- 
paraoxybenzoicum, das die Titration nicht beeinfluBt; doch bleibt auch 
so der Zuckergehalt der Glucoselésung nicht langere Zeit konstant. 


Ausfiihrung der Methode. 
1. Entnahme und EnteiweiBung der Blutprobe. 
In ein kleines Erlenmeyer-Kélbchen werden genau abgemessen : 

14 cem destilliertes Wasser, dazu 

2 ,, der Natriumwolframatlésung; hierzu fiigt man 

2 ,, friseh aus der Armvene entnommenes Blut. Man entnimmt mittels 
einer trockenen Injektionsspritze etwa 3 ccm Blut, entleert es sofort 
in ein kleines Becherglas und miBt die 2 cem mit einer genau gradu- 
ierten Pipette ab. Diese Manipulation lat sich schnell genug vor 
nehmen, um den Zusatz eines Anticoagulans iiberfliissig zu machen. 
Die Abmessung des Blutes nur mit der Injektionsspritze ist zu 
ungenau, besonders auch wegen des haufigen Eindringens von Luft 
in die Spritze. 
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2cem ?/,n Schwefelsiure werden nunmehr in das Kélbchen gebracht, so 
daB jetzt im ganzen 20 ccm sich im Kélbchen befinden, wobei das 
Blut auf das Zehnfache verdiinnt ist. 

Damit eine vollstandige EnteiweiBung des Blutes erreicht wird, miissen 
die Reagenzien und das Blut unbedingt in der hier angegebenen Reihenfolge 
im K6élbchen gemischt werden. 

Der Inhalt des Kélbchens wird mehrmals kriftig umgeschiittelt, bis 
die rétliche Farbung innerhalb einiger Minuten in braun umschlagt. Darauf 
wird die Fliissigkeit entweder durch ein gewohnliches Trockenfilter filtriert, 
oder in einer schnelldrehenden Zentrifuge zentrifugiert. (Eine Hand- 
zentrifuge geniigt nicht.) Das Filtrat oder die iiber dem Riickstand stehende 
Fliissigkeit enthalt den Blutzucker und mu wasserklar sein. Davon werden 
10cem zur Titration verwendet. 

2. Titration. 


In ein ELrlenmeyer-Kélbchen bringt man, mit der Pipette genau 
abgemessen : 


10 cem Pavy I 10cem Pavy II und 20 cem Aqua dest. 


Von dieser tiefblau gefirbten Fliissigkeit miBt man in ein zweites 
Kélbchen 20 cem ab. In jedem K6lbchen befinden sich nun 20 cem, je 
5eem jeder Pavyschen Teillésung enthaltend. In das eine Kélbchen 
fiigt man 10 cem destilliertes Wasser hinzu (zur Leertitration); in das 
andere bringt man die 10 cem der nach Abschnitt 1 vorbereiteten Blut- 
zuckerlésung. Der Inhalt beider Kélbchen wird in gleicher Weise mit 
der Glucoselésung wie folgt titriert: 

Der K6élbcheninhalt wird iiber dem Asbestgitter gerade zum Sieden 
gebracht. Wahrend der ganzen Dauer der Titration ist ein leichtes 
Sieden beizubehalten, was durch Regulieren der Bunsenflamme leicht 
geschehen kann. Starkes Sieden ist wegen StoBens der Fliissigkeit zu 
vermeiden, andererseits geht die Reduktion des Pavy-Reagens aber nur 
bei Siedehitze vor sich. Die Glucoselésung wird jetzt sehr langsam, 
tropfenweise aus einer mindestens auf 0,1 cem graduierten Pipette oder 
aus einer Biirette dem K6élbcheninhalt zugefiigt, bis dessen blaue Farbe 
ganz verschwindet und die Fliissigkeit farblos geworden ist. Die véllige 
Entfarbung der Fliissigkeit zeigt den Endpunkt der Titration an und 
die dazu verbrauchte Glucoselésung wird abgelesen. Zur besseren Er- 
kennung des Endpunktes der Titration ist zu empfehlen, diese vor einem 
weiBen Hintergrunde auszufiihren: auch ist das Asbestgitter, wenn 
nicht mehr wei, zweckmaBig mit Magnesia usta zu bestreichen. 

Bei kurz aufeinanderfolgenden Titrationen ist es nicht notwendig 
die Leertitration jedesmal zu wiederholen, vorausgesetzt, da bei allen 
Titrationen die gleiche Glucoselésung Verwendung findet. Unserer Er- 
fahrung nach kann der Glucosegehalt der zur Titration gebrauchten 
Lésung wahrend etwa 1 bis 2 Wochen als konstant betrachtet werden, 
wenn der oben angegebene Zusatz von Methylium paraoxybenzoicum 
gemacht wurde. 


21+ 
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3. Die Berechnung der Ergebnisse. 

Das Pavysche Reagens ist derart eingestellt, daB das in der Mischuny 
von je leem der beiden Teillésungen enthaltene Kupfersulfat durch | mg 
Zucker reduziert wird. 

Da wir zur Titration je 5ccm jeder Teillésung benutzen, so miissen zu: 
Entfirbung 5mg Zucker zum Pavy-Reagens zugegeben werden. Bei de: 
Leertitration wird diese Entfairbung durch a ccm der Glucoselésung erreicht : 
in diesen acem sind deshalb 5 mg Zucker enthalten; in 1 ecem Glucose 
lésung also 5/a mg Zucker. 

Bei der Blutzuckertitration brauchen wir zur Entfarbung 6 cem de: 
selben Glucoselésung; in diesen bcem miissen 5mg Zucker minus dem in 
10 cem Blutlésung enthaltenen Zucker (x) sein; in 1 eem der Glucoselésuny 
also (5 — a2)/b mg Zucker. 

Da fiir beide Titrationén von derselben Glucoselésung gebraucht 
wurde, kénnen wir 5/a = (5—- x)/b setzen. Dann wird: 2 = 5. (a b)/a. 

Da wir ferner zur Titration den Zucker von 1 cem Blut verwendeten, 
miissen wir, um mg-°,, zu erhalten, die gefundene Zahl ‘mit 100 multipli 
zieren; wir erhalten dann die Formel: 


mg-",, Blutzucker = 500 . (a —- b)/a, 


wobei: a = cem der zur Leertitration gebrauchten Glucoselésung, 6 = cem 
der zur Blutzuckertitration gebrauchten Glucoselésung. 


Priifung der Methode. 


A. Wiederholte Blutzuckerbestimmungen am gleichen Blute. 


€ 


1. 98 mg-°,, 2. 105 mg-°, 3. 74 mg-%, 
Sea 02. ,, 70 
108 <4, 103 72 
95 rm 71 

73 
103 mg-°, 5. 233. mg-%, 
102 , > a 
109 229 
110 229 
102, 234 
105 
110 


B. Titration nach Zusatz bestimmter Mengen von Glucoselésung zu den 
Blutproben. 
1. Bhutzucker: 98 mg-°, ; Zusatz: 50mg-°,; Titration: 146 
144 
Zusatz:100 mg-°% ; Titration: 196 
194 


2. Blutzucker: 103 mg-°,: Zusatz: 40 mg-%: Titration: 145 
148 
145 


Zusatz: 70 mg-°,; Titration: 177 
178 
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3. Bhatzucker: 106 mg-°,: Zusatz: 80 mg-°,,; Titration: 192 mg-°,, 
183 
18] 
190 
Zusatz: 120 mg-°,,; Titration: 231 
226 
295 


aa) 
222 
4. Blhatzucker: 72 : Zusatz: 45 mg-°,; Titration: 120 mg-°, 
?) 
ae 
108s, 
Zusatz: 30mg-°.; Titration: 97 mg-° 
100, 
 - 
104 ,, 


5. Bhitzucker: 232 mg-°,: Zusatz: 50me-°,: Titration: 285 mg- 
284 =O, 
289 —=sé=~“; 
Zusatz: 75mg-°,; Titration: 303 mg-°,, 
300_——=,, 
Sit ce 


C. Vergleichsmessungen zwischen der neuen Methode und der Methode von 
Hagedorn-Jensen. 

Bei diesen Vergleichsbestimmungen wurde fiir die Bestimmung nach 
Hagedorn-Jensen jeweils von demselben aus der Vene entnommenen Blut 
verwendet, das zur Bestimmung nach unserer Methode gebraucht wurde. 
Die Blutzuckerbestimmungen nach Hagedorn-Jensen wurden im Inselspital, 
auf der Abteilung von Herrn Professor Schiipbach ausgefiihrt. Ich méchte 
auch an dieser Stelle Herrn Professor Schiipbach meinen Dank dafiir aus- 
sprechen. 


Die Ergebnisse waren folgende: 





verte Uns - y ac U . 
Werte nach nsere Differensen Werte nach nsere 


Hagedorn-J ensen Werte Haqgedorn-Jensen Werte Differenzen 


124 mg-°/, 130mg-°/, ) 83 mg-"), 75mg-"/, 


eee ee f 95 97 
200 198, 84 89 
118 124 ) 76 70 
93 95 : 69 61 
97 ee : 242 232 
71 80 ‘ 99 97 
See 83 188 190 
92 99 1) 307 
90 98 92 91 





Wie aus dieser Zusammenstellung ersichtlich ist, gibt die beschrie- 
bene Methode eine recht befriedigende Genauigkeit. Die Werte stimmen 
mit denen nach Hagedorn-Jensen bis auf Differenzen von héchstens 
J0 mg-°,, iiberein. 
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Untersuchungen iiber den Harnquotienten an hungernden 
Landschildkréten und Igeln. 
Von 
Manfred Liidicke. 
(Aus dem Zoologischen Institut und dem Kaiser Wilhelm-Institut fii 
medizinische Forschung in Heidelberg.) 
(Eingegangen am 11. Oktober 1937.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Bei Versuchen iiber den Respirationsquotienten an Kaltbliitern 
konnte ich feststellen, daB Schwankungen des RQ. bei Abkiihlung 
nicht allein durch Retention der Kohlensaure zu erklaren waren, sondern 
auch mit dem aufgenommenen Sauerstoff in Beziehung standen. AuBer- 
dem zeigte Benedict (1) an einer Python, daB die nach Abkiihlung frei- 
werdende Menge Kohlenséure bedeutend kleiner ist als die Menge. 
die man sich aus der Zeit, wiahrend der der RQ. niedrig ist, berechnen 
kann. 


Ich machte daher Harnuntersuchungen an diesen Tieren, um auf 
Grund des Oxydationsgrades der im Harn enthaltenen Stoffe Riick- 
schliisse auf den intermediaren Stoffwechsel ziehen zu kénnen. Die 
Zusammenfassung der Ergebnisse dieser Harnuntersuchungen aber 
ergab, daB die Abkiihlung ohne Einflu8 auf den Oxydationsgrad des 
Harnes ist. War also wirklich das Verhalten des Oxydationsquotienten 
des Harnes von dem des RQ. unabhangig ? 


Ich hatte jedoch bei den Respirationsversuchen Hungertiere ge- 
nommen, wahrend fiir die Harnuntersuchungen Tiere genommen 
wurden, die taglich eine bestimmte und gleiche Nahrungsmenge zu sich 
nahmen. Es muBten also, um in diesen Punkten Klarheit zu gewinnen, 
Harnuntersuchungen auch bei Hungertieren vorgenommen werden. 


Als Versuchstiere wurden Exemplare von Testudo graeca und Testudo 
herrmanni genommen. Sie wurden normalerweise bei Zimmertemperatur 
gehalten und zeitweilig im Eisschrank bis auf 7° C abgekiihlt. Wahrend der 
Abkiihlung wurden die Tiere taglich auf drei Stunden in Zimmertemperatu 
gestellt, um so den Respirationsquotienten wieder auf den Normalwert z1i 
bringen. Es hatte sich nimlich aus Respirationsversuchen ergeben, dal 
auch wiahrend des Kiihlhaltens der Schildkréten der dabei auftretende 
niedrige Respirationsquotient wieder langsam ansteigen kann [vgl. Li- 
dicke (8)]. Der Stickstoffgehalt wurde nach Ajeldahl und der dazu- 
gehérige Vakatsauerstoff nach Kanitz (6) bestimmt. Als Harnquotienten 
bezeichne ich das Verhaltnis von Stickstoff zu Vakatsauerstoff, denn so ist 
dieser von Miiller (10), der die grundlegende Methodik hierzu ausgearbeitet 
hat, definiert worden. 
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Zunachst méchte ich Versuche an T'estudo graeca (Abb. 1) besprechen. 
Im oberen Teil der Abbildung ist die durchschnittliche Futtermenge (Leon- 
todon) pro Tag aufgetragen, die sich aus fiinf aufeinanderfolgenden Tagen 
berechnete. Im unteren Teil der Abbildung finden sich die Werte des 
dazugehérigen Harnquotienten. Wir sehen aus den Futterwerten, 
daB das Tier nicht gleichmaBig viel an jedem Tag gefressen hat. Dabei 
zeigt sich ferner, daB Schwankungen der Futtermenge von EinfluB 
sind auf die Lage des Harnquotienten. Eine niedrige Lage der Futter- 
werte hat ein Ansteigen des Harnquotienten zur Folge. 
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Abb. 1. Abhiingigkeit des Harnquotienten von der Futtermenge (Tes/udo graeca). 


So sehen wir vom 12. bis 17. Oktober den niedrigen Futterwert von 
1,4 g pro Tag und schon am 18. Oktober zeigt sich der erste Wert des an- 
steigenden Harnquotienten. Seinen Héhepunkt erreicht der Harnquotient 
am 21. Oktober, wahrend zwischen dem 14. und 15. Oktober der Mittelwert 
der Fiinftageperiode mit 1,4 g durchschnittlicher Futtermenge pro Tag liegt. 

Wir haben also fiir einen Kaltbliiter ein verhaltnisma@ig schnelles 
Reagieren auf den plétzlichen Sturz der Futtermenge. 

Die Steigerung der durchschnittlichen Futtermenge in der nachsten 
Fiinftageperiode laB8t den Harnquotienten dann wieder abfallen. Die 
niedrige Lage der nachsten drei Fiinftageperioden auBert sich in den Harn- 
quotientwerten vom 29. Oktober und 9. November nur unbedeutend. 
Eine Steigerung erfaihrt der Harnquotient erst wieder am 13. November, 
bedingt durch den starken Abfall der Futterwerte vom 6. November zum 
9. November. Es ist anscheinend erst eine bestimmte Schwelle des Nahrungs- 
mangels zu unterschreiten. 


Zusammenfassend kénnen wir also sagen, daB bei Verminderung 
der Nahrung der Harnquotient steigt und bei Vermehrung der Futter- 
menge fallt, daB aber Lage und vorhergehender Verlauf der Futterwerte 
bei der darauffolgenden Einstellung des Harnquotienten von Wichtig- 
keit sind. 

Von Interesse war es nun, festzustellen, wie hoch der Harnquotient 
im Hunger iiberhaupt ansteigen kann. Einen solchen Versuch zeigt 
Abb. 2. Die Untersuchungen wurden an einer bei Anfang des Versuches 
992 g schweren Testudo graeca ausgefiihrt. Der letzte Futtertag war der 
5. August 1936. Die ersten drei Werte des Harnquotienten am 6., 8. 
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und 9, August sind noch als Futterwerte anzusprechen. Am 14. Augus' 
zeigt sich jedoch ein deutliches Ansteigen von 0,416 auf 1,131. Dies 
ist also der erste Wert des Harnquotienten, der den Nahrungsausfa|! 
anzeigt. Aber auch jetzt bleibt der Wert des Harnquotienten nicht 
konstant, sondern zeigt am 21] ugust und 10. September noch 
einen weiteren Anstieg. Erst der Wert vom 25. September mit 1,520) 
liegt wieder betrachtlich tiefer als der Wert vom 10. September. Wir 
kénnen also aus diesem Verlauf der Harnquotientwerte folgende Schliisse 
ziehen: 

1. Der Harnquotient zeigt im Hunger einen allmahlichen Anstiey 
bis zu einem Wert, der — auch bei Versuchen, die noch spater zu be- 
sprechen sind etwa zwischen 2 und 
3 liegt. 





2. Die Zeit bis zur Erreichung 
des Kulminationspunktes betrigt etwa 
32 Tage. 











2. fon . 3. Danach zeigt sich — wie auch 

Abb. 2. Verhalten ininlibieeisiiicani hel Sass inigenden Vernanen: — 9 ral 

"jm ‘Hunger (Testudo graeca). oder weniger steiler Abfall und keine 
Konstanz der Werte. 

4. Wir haben also auch nach 46 Tagen unter dem Hungerzustand 
keine gleichmaBige Stoffwechsellage Zu verstehen, sondern eine dauernde 
und stetige Anderung, die sich in dem verschiedenen Oxydationsgrad 
des Harnes kundtut. 

Die Menge des durch den Harn abgeschiedenen Chlors (Tabelle 1) 
zeigt im Hunger eine deutliche Abnahme. Am 9. August findet es sich 
nur noch in untitrierbarer Menge, um dann am 14. August vollkommen 
auszubleiben. Aus den Absolutwerten fiir Stickstoff und Vakatsauerstoff 
des fliissigen Harnanteiles lassen sich schwer Schliisse ziehen. Es 
scheint nach einer anfanglichen Steigerung ein starkerer Abfall der 
Vakatsauerstoffwerte bis zum 10. September vorzuliegen, wahrend sich 


Tabelle I. 





— - = ren ————— 
Datum | mg No mg O» mg Cl» Harnsiure qlee | N,/O, 


; er 2 
1936 I pro cem pro ccm pro ecm sis Anteil Gesamt 





6. VIII. | 26 1,106 2,080 0,89 | 60 0,532 0,648 
. VILE. 3,0 2,007 | 5,225 0,731 wenig | 0,398 0,398 
9. VIII. } 1,008 2,428 wenig — 0,416 0,416 


- VITE. | 5,306 4,822 111 1,100 1,131 
21. VIII. E 7,028 3,720 - 35 6=6|~—s«1,889 1,781 
29. VIII. 7,448 3,222 ~ -~ 2,312 2,312 

IX. 2, 7,434 3,422 - ~ 2,172 2,172 
IX. 5 | 7,490 2,668 - | — 2,801 2,801 
IX. 6,780 4,369 19 1,552 | 1,520 
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der Stickstoff mehr auf konstante Werte einstellt. AuBerdem ist die 
Harnmenge nicht unbedingt umgekehrt proportional der Konzentration 
des Harnes. So zeigen die Stickstoff- und Vakatsauerstoffwerte vom 
4. September keine wesentlich héhere Konzentration an, wohl aber 
fallt der Harnquotient etwas aus dem iibrigen Kurvenverlauf heraus. 
Ich glaube, daB wir es hier mit einer Zuriickhaltung des Harnes zu tun 
haben, die dann auch die andere Lage des Harnquotienten bedingt hat. 
Der Wert ist daher im Kurvenbild eingeklammert gezeichnet. 

Das Ergebnis von Abkiihlungsversuchen ist in Abb. 3 wiedergegeben. 
Verfolgen wir zunichst einmal die Werte des Harnquotienten der Schild- 
kréte Nr. 3. Wir finden auch hier einen allmahlichen Anstieg des Harn- 
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Abb. 3. Abkiihlungsversuch an Schildkréte 3 (Testudo graeca). 


quotienten bis auf den Wert von 1,72 am 24. Februar. An diesem Tage 
wurde das Tier in den Eisschrank gesetzt und darin bis zum 8. Marz 
bei 7° C gehalten. Hierbei wurde das Tier taglich fiir zwei bis 3 Stunden 
bei Zimmertemperatur gehalten, um fiir den RQ. normale Bedingungen 
zu schaffen [vgl. Liidicke (8), 1. c., 8. 223—224]. Bei darauffolgendem 
Einsetzen des Tieres in den Eisschrank war dadurch ein Abfallen des 
RQ. gewahrleistet. Vom 8. Marz ab wurde das Tier wieder bei Zimmer- 
temperatur gehalten und lieferte am 10. Marz einen Harnquotientwert 
von 1,55. Er lag also nicht wesentlich verschieden von dem Harn- 
quotientwert vor der Abkiihlung. Der darauffolgende Wert vom 
14. Marz mit 2,38 zeigt jedoch eine rapide Steigerung. Diese Steigerung 
ist nun aber m. E. nicht mit der normalen Steigerung des Harn- 
quotienten zu vergleichen, wie ich sie z. B. in dem einfachen Hunger- 
versuch anfangs geschildert habe, sondern sie ist, wie wir spater sehen 
werden, durch die Abkiihlung bedingt. Der folgende Harnquotientwert 
vom 16. Marz liegt namlich wieder betrachtlich tiefer und zeigt mit den 
Werten vom 17., 18. und 19. Marz einen gleichmaBigen Anstieg, so wie 
wir ihn vor der Abkiihlung des Tieres vorgefunden haben. Wir haben 
es also hier mit dem normalen Anstieg des Harnquotienten im Hunger 
zu tun. Zwischen dem 19. und dem 22. Marz liegt der Kulminations- 
punkt der Kurve. Der Harnquotient erreicht eine Héhe von 2,3. Die 
Werte vom 26., 27. und 28. Marz zeigen schon wieder einen schwachen 
Abfall der Kurve. 
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Um festzustellen, ob auch auf dem abfallenden Ast der Harn- 
quotientenkurve bei Abkiihlung eine Erhéhung des Harnquotienten 
eintritt, wurde das Tier unter den gleichen Bedingungen, wie ich es 
anfangs geschildert habe, bis zum 12. April bei 7°C im Eisschrank ge- 
halten. Den ersten Wert nach der Abkiihlung erhielt ich am 20. April. 
Er liegt mit 1,53 in der gleichen Richtung wie die vorangegangenen 
Werte. Am 22. April jedoch steigt der Harnquotient an und liefert mit 
den zwei folgenden am 27. April und am 4. Mai Werte in der Héhe von 
2,13 bis 2,26. Wir finden also auch hier einen Anstieg des zweiten Harn- 
quotientwertes nach der Abkiihlung. Leider zeigt sich danach kein dem 
abfallenden Ast der Kurve entsprechender Abfall des Harnquotienten. 
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Abb. 4. Abkiihlungsversuch an Schildkréte 5 (Testudo graeca). 


Es mag darin begriindet sein, daB die Hungerperiode schon sehr lange 
andauerte und eine Abkiihlung sich daher um so starker auswirkte. 
Andererseits aber wollte ich den Versuch nicht weiter ausdehnen, um 
den Verlauf des Harnquotienten nicht durch pramortale Werte zu 
beeinflussen. Ich méchte in diesem Zusammenhang auf die spater zu 
besprechenden Igelversuche hinweisen, da ja der Igel bei Abkithlung 
gewisse Vergleichsméglichkeiten mit einem Kaltbliiter bietet. 

Der Kontrollversuch an Schildkréte Nr. 5 zeigt einen ahnlichen Verlauf 
wie.der eben dargestellte (Abb. 4). Man sieht auch hier einen allmahlichen 
Anstieg bis zum Werte von 1,03 am 19. Marz. Von diesem Tage ab 
wurde das Tier bis zum 1. April bei 7°C gehalten. Der erste Wert nach 
der Abkiihlung liegt wieder in gleicher Héhe wie der vor der Abkiihlung. 
Wenn aber nun der Anstieg des Harnquotienten nicht in der Weise 
deutlich wird wie in dem oben beschriebenen Versuch, so mu man be- 
denken, daB zwischen dem Wert vom 16. April und dem folgenden 
21 Tage liegen. Gleichzeitig stellt der Wert vom 9. Mai den Kulminations- 
punkt der Kurve dar, so daB also nicht festzustellen ist, wie weit die Hohe 
dieses Wertes von 2,68 noch von der durch die Abkiihlung beeinfluBten 
Stoffwechsellage bedingt ist. Die Kurve fallt nach dem Werte vom 
9. Mai wieder gleichmaiBig ab, und auch der Wert vom 22. Juni 
liegt als erster nach der Abkiihlung, die vom 3. bis zum 15. Juni dauerte, 
in der gleichen Richtung. Die jetzt folgenden Werte zeigen genau 
wie in dem oben beschriebenen Versuch ein Ansteigen des Harn- 
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quotienten. Er liegt am Ende des Versuchs iiber 14 Tage konstant 
bei 1,55 bzw. bei 1,58. 


Was kann man nun aus dem oben beschriebenen Verhalten des 
Harnquotienten schlieBen ? 


hI 


1. Die Versuche an Schildkréten zeigen einen EinfluB der an- 
gefiihrten Bedingungen auf den Oxydationsgrad des Harnes: sie 
weisen auf eine Anderung der intermediaren Stoffwechsellage hin, 
wie sie auf Grund von Respirationsversuchen angenommen werden 
konnte. 


2. Die Zeit bis zur Erreichung des Héchstwertes des Harnquotienten 
betrug — ausgenommen die Zeit zwischen den Werten, die die Ab- 
kiihlung umgrenzen in einem Falle 31, im anderen 45 Tage. 

3. Der Hunger stellt waihrend dieser Zeit noch keinen konstanten 
Stoffwechselzustand dar. 


4. Im Hunger findet keine Ausscheidung von Chlor statt (Tabelle I 
und ITI). 


Tabelle Il. Abkiihlungsversuch an Schildkréte Nr. 3. 





Datum Reaktion mg O» mg No mg Cl, 
1936 pro cem pro cem pro cem 


oe 


II. schwach alkalisch 4,37 1,56 0,72 0,36 
IT. ws 2.57 1,05 untitrierbar 0,41 
Il. neutral f 0,64 1,14 
II. 1,13 1,03 
Il. G 5 0,88 1,04 
I. : 1,33 1,66 
Il. 77 1 


i BaRoone 


) 
+4 


») 
Abkiihlung 


schwach alkalisch 2,71 
neutral 0,70 

0,93 

0,91 

0.70 

1,53 

0.90 

1,33 

0,93 

0,90 


Abkiihlung 


neutral 1,83 
1,33 
1,51 
1.33 
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Tabelle III. Abkiihlungsversuch an Schildkréte Nr. 5. 





Datur a sates 0. No cl, 

SO — Reaktion oe com on cem Pog ecm HQ. 
24. II. schwach alkalisch 8,98 1,68 0.19 
yo ame BD 15 neutral 7,05 1,51 0,22 

2. IT. 15 " 7,08 1,85 0,26 
12. III. 12 3,97 3,67 0,93 
19. IIT. 16 2,66 2,73 1,03 

Abkiihlung 
16. IV. 25 neutral 5,37 6,30 1,17 

9. V. 18 e 1,33 3,57 ‘ 2,68 
18. V. 21 a 1,97 4,13 — 2.10 

5. Vi 25 Pe 3,53 6,61 1,87 

Abkihlung 
22. VI. 14 neutral 4,64 4,30 _ 0,93 
25. VI. 12 “i 4,86 5,60 — 1,16 
26. VI. 18 se 3,27 5,08 . 1,55 
30. VI. 28 oe 2,57 4,06 - 1,58 
11. VII. 20 i > 2,70 4,27 -- 1,58 


Versuche an hungernden Igeln. 


Bestimmungen der Harnquotienten an hungernden Igeln wurden 
vor allem deswegen ausgefiihrt, weil der Igel ein Winterschlafer ist 
und so gewisse Vergleichsméglichkeiten 
mit den Kaltbliitern bietet. Auch 
lassen sich beim hungernden Igel durch 
tiefe Temperaturen winterschlafahnliche 
Zustande erreichen, indem namlich die 
K6rpertemperatur bierbei ebenfalls fallt. 
Ich stellte zurfachst ebenso wie bei den 
Schildkréten einfache Hungerversuche 
an (Abb. 5). 














hd | Die Versuche dauerten beim Igel Nr. | 

0 $ 8 @ 6 2 2B 2 vom 18. bis zum 28. Januar 1936 und beim 
Tage Igel Nr. 2 vom 28. Januar bis zum 19. Fe- 

Abb. 5. Hungerversuch an Igel Nr.1u.2. bruar 1936. Das Gewicht des Igels Nr. | 
fiel wahrend des Versuchs von 755g auf 

635 g, das des Igels Nr. 2 von 740g auf 560g. Wir beobachten also ent- 
sprechend der verschiedenen Versuchsdauer eine gleiche Gewichtsabnahme. 








Wie aus dem Versuchsprotokoll zu ersehen ist, ist die je- 
weilige Harnmenge schwankend, obwohl den Igeln stets Wasser zur 
Verfiigung stand. Die Reaktion des Harnes schwankt um den Neutrali- 
taétspunkt. Aus den Werten des Vakatsauerstoff-, Stickstoff- und Chlor- 
gehaltes des Harnes lassen sich keine Regeln ableiten, wie ich das schon 
oben bei den Schildkrétenversuchen erlautert habe, und wie das auch 
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des 6fteren von der Bickel schen Schule erwahnt wurde. Interessant aber 
ist die Lage des Verhialtnisses von Stickstoff zu Vakatsauerstoff. Hier 
zeigt sich im Gegensatz zu den Schildkréten, bei denen wir einen gleich- 
maBigen Anstieg des Harnquotienten waihrend des Beginns der Hunger- 
periode hatten, ein deutlicher, gleichmaBiger Abfall. Worin das unter- 
schiedliche Verhalten des Harnquotienten bei hungernden Schildkréten 
und Igeln nun eigentlich im Stoffwechsel begriindet ist, muB weiteren 
chemischen Untersuchungen vorbehalten bleiben. Wichtig ist zunachst 
aber einmal, da auch beim Igel der Hunger keine gleichmaBige Stoff- 
wechsellage darstellt, wie das in sehr vielen physiologischen Versuchen 
vorausgesetzt ist. 


Tabelle IV. Hungerversuch an Igel Nr. 1. 











sonny ecm Reaktion sing O2 — =A i Cl, HQ. 
POO pro ccm pro ecm pro cem 
18. I. 25 ~~ schwach alkalisch 8,24 16,81 1,61 2,04 
2. k, 28 ss ia 11,64 21,06 2,04 1,81 
28. I. 6 neutral 24,87 27,30 3,65 1,10 
Tabelle V. Hungerversuch an Igel Nr. 2. 
ee po Reaktion mg O» mg Ne mg Cl, HQ. 
1936 pro ccm pro ccm pro ccm 
28, I. 12 ~=schwachalkalisch 16,4 45,15 3,72 2,76 
15. IT. 1,5 > ‘Sauer 15,37* 17,52* untitrierbar* 1,14 
19. I. 2 ~ 10,01 * 7,42 * va * 0,74 
* Der Harn wurde mit 5ccm Wasser verdiinnt. 
Tabelle VI. Abkiihlungsversuch an Igel Nr. 2. 
Datum | pee Reaktion mg O» mg N» mg Cl, HO. 
1937 } pro ccm pro ccm pro ccm 
9. I ! 30 sauer 22,05 32,48 2,13 1,47 
fie a ee “ 12,37 17.43 1,60 1,41 
3. I, 12 aa 11,97 12,81 0,75 1,08 
14. I 10 schwach sauer 14,97 17,42 1,17 
Abkiihlung 
Fi. f. 6 neutral 28,76 25,21 0,89 0,88 
a0. ds 20 ip 18,05 14,35 1,38 0,80 
2. IT. 5 ‘ie 9,67 14,67 untitrierbar 1,52 
8. LI. i Ss 24,27 27,09 1,12 
10. II. 2,5 a 30,00 32,02 1,07 
11. II. 5 ” 40,93 39,07 0,96 
14. IT. a 25,07 19,43 0,78 


Die Lage des Harnquotienten wahrend der Abkiihlungsversuche 
ist in Abb. 6 graphisch dargestellt. Die Kurve des Igels Nr. 1 stammt von 
dem gleichen Tier, mit welchem der Hungerversuch unternommen wurde. 
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Wir finden bei allen Versuchen zu Beginn den schon oben erwahnten Ab 
fall des Harnquotienten. Er verlauft nicht bei allen Tieren mit gleicher 
Steilheit, sondern hat z. B. bei Igel Nr. 4 eine viel schwachere Neiguny 
nach einem anfanglich steileren Verlauf. Der Grad des Abfallens des 
Harnquotienten ist auch unabhangig von der Jahreszeit, in der dic 
Versuche vorgenommen wurden. So lief der Versuch vom 

Igel Nr. 1 vom 25. Marz bis 4. Mai 1936, 

Igel Nr. 2. ,, 9. Januar ,, 14. Februar 1937, 

Igel Nr. 3 ,, 12. Januar ,, 13. April 1937, 

Igel Nr. 4 ,, 18. Mai », 29. Juni 1937. 


Nachdem jeweils der Verlauf des Kurvenbildes durch einige Werte 
festgelegt war, wurden die Igel in einen Eisschrank von 7° C gestellt und 
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Abb. 6. Abkiihlungsversuche an Igel Nr. 1, 2 und 4, 


darin wahrend der Abkihlungsperiode standig belassen. Die Zeit der 
Abkiihlung ist auch in dem Kurvenbild wieder durch eine geschlangelte 
Linie gezeichnet. Ganz ahnlich wie bei den Schildkréten liegt der 
1. oder 2. Wert des Harnquotienten nach der Abkiihlung noch in dem 
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Abb. 6a. Abkiihlungsversuch an Igel Nr. 3. Man beachte den weiten Abstand der Harnwerte. 





Kurvenverlauf des anfanglichen Abfalls. Bei den nachsten Werten aber 
tritt dann eine Steigerung des Harnquotienten ein, die m. E. durch 
die Abkiihlung bedingt ist. Wir hatten also hier ein ahnliches Ver- 
halten nach der Abkiihlung zu verzeichnen wie bei den Schildkréten. 
Betrachten wir endlich noch das Versuchsprotokoll von Igel Nr. 2, das 
ich als Beispiel fiir die Versuche an Igeln beigegeben habe, so bemerken 
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wir in bezug auf Harnmenge, Reaktion, Vakatsauerstoff- und Stickstoff- 
gehalt das gleiche, wie ich es schon oben geschildert habe. Man kérnte 
bei Betrachtung des Chlorgehaltes darauf hinweisen, daB dieser in drei 
Fallen beim Beginn der Hungerperiode zunachst einen Abfall aufwies, 
um aber dann nach der Abkiihlung wieder anzusteigen. 

Vergleichen wir die Ergebnisse der Igelversuche mit denen der an 
Schildkréten gewonnenen, so kann man folgendes sagen: In bezug auf 
den Oxydationsgrad des Harnes hat der Igel wahrend des Hunger- 
beginns eine ungiinstigere Stoffwechsellage als die Schildkréte. An- 
dererseits aber ist unter dem gleichen Gesichtspunkt die Stoffwechsellage 
des Igels wihrend der Abkiihlung ahnlich der der Schildkréte. Der Igel 
zeigt nach der Zeit der Abkiihlung einen héheren Oxydationsgrad des 
Harnes ebenso wie die Schildkréte. 

Bei den Abkiihlungsversuchen fallt auf, daB die Erhéhung des 
Harnquotienten erst einige Zeit nach der Abkiihlung auftritt. Man 
kann dies so erklaren, daB durch die Abkiihlung zunachst eine Hemmung 
im Oxydationsgeschehen des intermedidren Stoffwechsels einsetzt, die 
dann durch ein Hinaufschnellep des Harnquotienten kompensiert wird. 
Beziiglich des gegensatzlichen Verhaltens des Harnquotienten zu Anfang 
der Hungerperiode sei folgendes bemerkt: Nach Jzumi Kanai (5) 
soll bei Ratten nach eintretendem Hunger eine Steigerung des Harn- 
quotienten N/O eintreten, wahrend ich beim Igel gerade das Gegenteil 
beobachtete. Ich glaubte zunachst bei dem Unterschied im Verhalten 
des Harnquotienten von Igel und Schildkréte, diesen durch den Gegen- 
satz von Kaltbliiter und Warmbliiter erklaren zu kénnen, daB namlich 
der Igel als Warmbliiter im Hunger in bezug auf den Oxydationsgrad 
des Harnes eine ungiinstigere Stoffwechsellage einnimmt, weil er zur 
Erhaltung seiner Kérpertemperatur viel schwerer durch den Nahrungs- 
mangel getroffen wird als die Schildkréte [vgl. Schdff (11)]. Da 
aber die Versuche von Kanai fiir Ratten, die ja ebenfalls Warmbliiter 
sind, gegenteilige Ergebnisse hatten, miissen wir vorlaufig an einen 
individuellen Unterschied glauben, der durch die verschiedene Er- 
nahrungsweise bedingt sein kann [vgl. Bickel und Gerez (2)]. 


Zusammenfassung. 

Es wurden Abkiihlungsversuche an hungernden Landschildkréten 
und Igeln vorgenommen. Das Verhalten des Harnquotienten deutet 
ebenso wie der Respirationsquotient auf eine verinderte intermediare 
Stoffwechsellage waihrend der Abkiihlungsperiode hin. 


Versuche an Schildkréten. 
1. Bei Verminderung der Nahrungsmenge steigt, bei Vermehrung 
derselben falit der Harnquotient. 
2. Der Harnquotient zeigt waihrend der Hungerperiode einen all- 
mihlichen Anstieg bis zu einem Kulminationspunkt, der zwischen 2 
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und 3 liegt. Bis zur Erreichung dieses Punktes vergehen etwa 32 Tage. 
Danach zeigt sich ein mehr oder weniger steiler Abfall des Harn. 
quotienten. 
3. Der Chlorgehalt des Harnes nimmt waihrend des Hungerns ab. 
4. Nach der Abkiihlungsperiode tritt eine Steigerung des Harn- 
quotienten ein. 
Versuche an Igeln. 


1. Zum Unterschied von den Landschildkréten beobachten wir bei 
Beginn der Hungerperiode einen mehr oder weniger steilen Abfall des 
Harnquotienten. 

2. Ebenso wie bei den Schildkréten zeigen die Igel nach der Ab- 
kiihlungsperiode einen héheren Oxydationsgrad des Harnes. Aus beiden 
Versuchsreihen geht deutlich hervor, daB der Hunger keine gleich- 
maBige Stoffwechsellage darstellt. 
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Uber die Form der Fibrinmicellen in Lésung. 
Von 
Gundo Boehm (Basel). 
(Eingegangen am 26, Juli 1937.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Uber die Veranderungen, die sich in der sogenannten zweiten Phase 
der Blutgerinnung an den Fibrinogenteilchen bei ihrem Ubergang in 
Fibrin abspielen, hat man bis heute nur recht unsichere Vorstellungen. 
Ganz unabhangig davon, welche besondere Wirkungen man dem 
Thrombin unterstellt, wird es jedoch von der Mehrzah! der Untersucher 
als gesichert angesehen, da das Fibrinogen tiefgreifend und irreversibel 
umgewandelt wird!. Mit dem Fibrin entsteht ein neuer EiweiSkérper, 
der sich rein auBerlich durch eine besondere Fahigkeit zur Struktur- 
bildung ausweist und der sich in Eigenschaften der Léslichkeit, der 
Lage des isoelektrischen Punktes usw. deutlich gegeniiber dem Fibrinogen 
abzeichnet. 

Die Fibrinogenteilchen in Lésung sind, wie sich aus der Strémungs- 
anisotropie ergibt, Partikel, die von der Kugelform abweichen?. Das 
Fibrinogen reiht sich zwanglos in die Systematik strukturbildender 
EiweiBkérper, die aus Fadenmicellen bestehen, ein. In ihrer Lange 
dirften die Ultrateilchen des Fibrinogens etwa denen der Gelatine 
entsprechen. Die anderen fadenfoérmigen Proteine (Myosin*, Linsen- 
albumoid!, Ovoglobulin® und Stromaeiweib ® der roten Blutkérperchen) 
besitzen Micellen mit erheblich gr6Berer Langsdimension. 

Die Gallertbildung in einer Lésung wird erfahrungsgemaéB durch 
das Vorliegen fadenférmiger Partikel gefordert; sie ist letzten Endes 
der Ausdruck dafiir, daB vorher frei bewegliche Teilchen auf irgendeine 
Weise in Koharenz kommen und durch ihre Immobilisierung die 
Flissigkeit in ein halbfestes Gebilde verwandeln. Man kénnte sich 
daher vorstellen, daB bei der Gerinnung von Fibrinogenlésungen 
wenigstens eine anisodiametrische Form der Micellen erhalten bleibt. 
Unter der Thrombinwirkung wiirde dann u. a. neben der Aggregation 
zu Fibrinnadeln (auf eine heute noch nicht naher bekannte Art) die 


' Vgl. bei BE. Wohlisch, Handb. d. Biochem. v. C. Oppenheimer, Erg.- 
Bd. 2, 33, 1934. 2 G. Boehm u. R. Signer, Klin. Wochenschr. 11, 599, 
1932. Qualitativ auch EF. Wohlisch u. H.G.Clamann, Zeitschr. f. Biol. 92, 
462, 1932. — % A. L.v. Muralt u. J. T. Edsall, J. of biol. Chem. 89, 315, 
1930. — 4 G. Boehm, Klin. Monatsbl. f. Augenheilkde. 92, 347, 1934. - 
5 Vgl. G. Boehm u. R. Signer, Helv. Chim. Acta 14, 1370, 1931. — °G. Boehm, 
diese Zeitschr. 282, 32, 1935. 
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Verkniipfung der in der Fliissigkeit regellos gelagerten, langlichen 
Partikel zu einem raumlichen Netzwerk — also eine Vernetzung 
beschleunigt. 

Die bisherigen Untersuchungen zur Formanalyse geldster Fibrin- 
teilchen sind fiir eine derartige Auffassung keine Stiitze: Zocher! be- 
richtet, dab Fibrinsole (in Alkali) keine Strémungsdoppelbrechung zeigen. 
Wohlisch und Belonoschkin? kamen kiirzlich in ihren Experimenten 
zu einem damit tibereinstimmenden, negativen Resultat. Die Teilchen 
in Fibrinsolen waren demzufolge als kugelf6rmig anzunehmen. Solche 
Ergebnisse sind recht befremdend; denn im Ultramikroskop ist bei der 
Blutgerinnung deutlich die Bildung nadelférmiger Teilchen zu beob- 
achten, was auf die Existenz praformierter Fadenmicellen hinweist. 
Das Fibrin selber ist — wie die polarisationsoptische Analyse erkennen 
1aBt — ein Stébchen-Mischkérper*. Es ist daher zu erwarten, daB auch 
die schonend in Lésung gebrachten Fibrinmicellen eine Stabchen- oder 
Fadenform besitzen und da sich diese an einer Strémungsdoppel- 
brechung erkennen lieBe. : 

Es mége hier vorweggenommen werden, da Fibrinsole unter 
einwandfreien Versuchsbedingungen tatsachlich strémungsanisotrop 
werden. 

Methodik. 
1. Darstellung dey Fibrinlésungen. 

Oxalatplasma vom Kalb wurde mit der gleichen Menge Serum derselben 
Spezies versetzt und iiber Nacht an einem kiihlen Ort stehengelassen. Der 
gebildete ~~ entsprechend lockere, oxalathaltige —- Fibrinkuchen wurde 
unter Zuhilfenahme eines Gummihandschuhes mit der Hand behutsam aus- 
gepreBt. Das Fibrin kam dann kurz in eisgekiihltes destilliertes Wasser, 
dann in n;50 bzw. n/100 NaOH, in der es sich bei Riihren mit einem 
Glasstab allmahlich aufléste. Das gebildete Fibrinalkalisol wurde dann mit 
destilliertem Wasser stark verdiinnt, die alkalische Reaktion durch sehr 
votsichtigen Zusatz von n/50 bzw. n/100 HCl abgestumpft und das 
Fibrin durch Zugeben der gleichen Volumenmenge gesattigter Na Cl-Lésung 
ausgefallt. Das Fallungsprodukt wurde wieder vorsichtig mit der ge- 
schiitzten Hand ausgedriickt, kurz mit destilliertem Wasser behandelt und 
unter Riihren in n/100 NaOH zur Lésung gebracht. Die Wiederholung 
dieser Operation gelingt nur bei raschem Arbeiten und sorgfaltiger Kiihlung. 
Fiir die optische Untersuchung wurden die Solutionen mit destilliertem 
Wasser auf einen Proteingehalt von etwa 0,1°, verdiinnt. Brauchbare 
Lésungen werden, was besonders hervorgehoben sei, auch erhalten, wenn 
zur Peptisierung des Fibrins n/200 NaOH verwendet wird. Wichtig ist 
es in jedem Falle, die Mengenverhialtnisse und nétigenfalls auch einen 
geringfiigigen Zusatz von Séure so zu wahlen, daB die fertigen Lésungen 
einen bestimmten Grad der Alkalitét (nach den bisherigen Versuchen 
pu 10,5 bis 11,0) nicht iiberschreiten. 


1 H. Zocher, Zeitschr. f. physik. Chem. 98, 317, 1921. — ? E. Wohlisch 
u. B. Belonoschkin, diese Zeitschr. 284, 353, 1936. — * M. v. Dungern, 
Zeitschr. f. Biol. 98, 136, 1937. 
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Gemessen an anderen Verfahren der Darstellung von Proteinen ist 
diese Methode, die sich an die von Barkan' anlehnt, nicht schonend. 
Die langsam fortschreitenden Verainderungen in Alkali-EiweiSlésungen 
sind bekannt?. Es erwies sich aber als vorderhand unmédglich, die 
Reaktion der fertigen Lisungen dieses nicht ,nativen Fibrins durch Saure- 
zusatz wesentlich nach der Seite des Neutralpunktes zu verschieben, ohne 
nicht binnen kurzer Zeit eine Gallerte bzw. eine Koagulierung zu erhalten. 
Die Experimente, diesen Effekt bei Reaktionsénderung durch ein zu- 
gefiigtes lyotropes Neutralsalz zu verhindern, sind noch nicht abge- 
schlossen. Ihrer erfolgreichen Durchfiihrung stellten sich noch eine Reihe 
von Schwierigkeiten entgegen. Ebenso gelang es auch nicht, reproduzierbar 
eine Peptisierung des Fibrins in geeigneten Salzlésungen mit ganz geringem 
Alkaligehalt vor sich gehen zu lassen, 


2. Viskosimetrie. 


Die Zahigkeit der Lésungen wurde in einem Ubbelohde-Viskosimeter, 
das sich in einem groBen, nicht versilberten Dewar-Becher als Thermostaten 
befand, gemessen. 


3. Strémungsdoppelbrechung. 
Die Strémungsdoppelbrechung wurde in der in friiheren Arbeiten‘* 
benutzten Apparatur aus Kunstharz untersucht. Es kamen fiir die ge- 


naueren Messungen zunachst nur Lésungen mit geringer Viskositat, die 
scharf zentrifugiert waren, zur Verwendung. 


Ergebnisse. 


Die nach dem beschriebenen Verfahren hergestellten Fibrinsole 
zeigen deutliche Strémungsdoppelbrechung mit positivem Charakter. 











7000 2000 3000 000 5000 6000 
Geftille 


Abb.1. Strémungsdoppelbrechung und Gefille bei einer 0,12°/oigen Fibrinlisung. 
. Vgl. Tabelle I. 


Aus der Reihe der Versuche seien hier die Angaben der Tabellen I und IT 
angetiihrt. 

Der Ausléschwinkel ist bei kleinem Gefialle etwa 57° zum Strémungs- 
gefille. Mit zunehmender FlieSgeschwindigkeit steigt er bis auf 65°. 
Der Anstieg der Starke der Anisotropie mit dem Gefille ist anfangs 


1 G@. Barkan, diese Zeitschr. 186, 411, 1923; ferner mit A. Gaspar, 
ebenda 139, 291, 1923. — 2 Vgl. bei Wo. Pauli u. BE. Valko, Kolloidchemie 
der EiweiSkérper, 2. Aufl., 1933, S. 266ff. — * Eine rasche Auflésung des 
auf die genannte Art erhaltenen Fibiins findet in Formamid statt. Diese 
Fibrinsolutionen sollen noch gepriift werden. — ‘4 Z. B. G. Boehm, diese 
Zeitschr. 284, 322, 1936. 

22* 
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linear, das Umbiegen der Kurve (Abb. 1) diirfte die zunehmende Tur- 
bulenz anzeigen. 

Die Viskositat einer nur 0,12 °,igen Lésung ist innerhalb der Grenzen 
der MeBgenauigkeit nicht anormal; ein Befund, der bei der sehr geringen 
relativen Zahigkeit nicht tiberrascht. 

Die Werte der Ausléschwinkel und der Gangunterschiede sind auch 
bei sonst vergleichbaren Verhaltnissen je nach den Lésungsbedingungen 
verschieden zu erhalten. Durch Alkali laBt sich die Str6mungsdoppel- 
brechung — in kiirzeren Zeitraumen reversibel zum Verschwinden 
bringen. Andererseits sind in hochviskosen, sehr elastischen Fibrin- 
lésungen, die durch Verschiebung der Reaktion nach der sauren Seite 
entstehen, auBerordentlich umfangreiche Gangunterschiede neben recht 
groBen Ausléschwinkeln zu registrieren. Eine speziellere quantitative 
Auswertung der Versuchsergebnisse ist daher, ehe diese Verhialtnisse 
nicht in den Einzelheiten aufgeklart sind, nicht méglich. 


Diskussion. 


Die beschriebene Strémungsanisotropie in Fibrinsolen beweist, 
da sich in diesen positiv doppelbrechende, stabchen- oder faden- 
formige Partikel befinden. Das steht in bester Ubereinstimmung mit 
den Erhebungen von v. Dungern am Fibrinfaden'. Dessen Aufbau- 


prinzip lieB sich als das eines Stabehenmischkérpers mit eingelagerten 
positiv eigendoppelbrechenden Micellen ermitteln. Das Herstellungs- 
verfahren der Fibrinlésungen scheint also die optischen Eigenschaften 
der Micellen nicht grundsatzlich zu verandern. 

Das Alkali ist wohl notwendig, um irgendwelche Verbindungen 
zwischen den Micellen zu lésen, doch lassen sich iiber die Art dieser Ver- 
kniipfungen vorléufig nur Vermutungen anstellen. Wenn in dieser 
Richtung Genaueres ermittelt sein wird, wird es méglich sein, Aussagen 
dariiber zu machen, inwieweit dem Thrombin was an dieser Stelle 
als ein neuer Gesichtspunkt nur angedeutet sein soll — Wirkungen 
zugeschrieben werden kénnen, die sich letzten Endes als eine Férderung 
einer Synthese (bei der Aggregation und bei der ,,Vernetzung der Mi- 
cellen) und nicht nur als eine Beschleunigung einer Proteolyse? oder 
einer Denaturierung? auffassen lieBen. Es bedarf auch weiterer Unter- 
suchungen, um zu klaren, welche Verinderung an den Micellen das Ver- 
schwinden der Str6mungsdoppelbrechung durch Alkalisierung bewirkt. 

Der Ausléschwinkel von 57 bis 65° ist nach der Orientierungstheorie 
und auch nach der Orientierungsdehnungstheorie* der Str6mungs- 


1 M.v. Dungern, Zeitschr. f. Biol. 98, 136, 1937. — 2 Vgl. hierzu 
C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen. Supplement Bad. I. 
S. 701 und Bd. II, 8. 957 u. 981, 1936/37. — *® Vel. W. Kuhn, Kolloid- 
zeitschr. 62, 269, 1933. 
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doppelbrechung ein Hinweis darauf, daB die doppelbrechenden Partikel 
der angefiihrten Fibrinlésung stairker anisodiametrisch, also wohl etwas 
langer sind, als diejenigen, die in Fibrinogenlésungen vorhanden sind. 
In Solen des Fibrinogens werden unter vergleichbaren Strémungs- 
bedingungen Winkel von nur etwa 52° beobachtet!. Inwieweit dieser 
SchluBfolgerung eine allgemeinere Bedeutung zugemessen werden kann, 
wird sich erst nach eingehenden Messungen unter den verschiedensten 
Milieubedingungen entscheiden lassen. 
Zusammenfassung. 

1. Vorsichtig hergestellte Fibrinalkalisole zeigen deutliche Stré- 
mungsdoppelbrechung mit positivem Charakter. 

Die Angaben von Zocher, ferner Woéhlisch und Belonoschkin, daB 
in Fibrinlésungen eine Strémungsanisotropie vermibt wird, sind nicht 
zu _ bestatigen. 

2. Der Befund steht in bester Ubereinstimmung mit der polari- 
sationsoptischen Analyse des Fibrinfadens, der nach v. Dungern einen 
Stabchenmischkérper mit eingelagerten positiv eigendoppelbrechenden 
Micellen darstellt. 

3. In Lésung besitzen also nicht nur, wie aus friiheren Unter- 
suchungen hervorgegangen war, die Micellen des Fibrinogens, sondern 
auch die daraus unter Thrombinwirkung entstandenen Micellen des 
Fibrins eine staibchen- bzw. fadenformige Gestalt. 


Tabelle I. 
Optische Untersuchung einer Fibrinlésung von 0,12°, Gehalt. 
pu = 9,5. Ausléschwinkel = Winkel zum Strémungsgefille. 
Starke der Doppelbrechung (ny — Ne). 10°. 





Strémungsgefille Starke der Doppelbrechung Auslischwinkel 


995 0,112 (57°) 
1410 0,156 60° 
2360 0,224 60° 
5370 0,335 65° 


Tabelle Il. Viskosimetrische Untersuchung einer Fibrinlésung 
von 0,12°, Gehalt. 
Lésung dieselbe wie in Tabelle I. Temperatur 18,89. 
Gefalle: Berechnet nach der Formel von Krépelin. nye, bei Wasser 7 = 1,00. 





Gefalle "re} Gefialle 


1580 ‘ 11100 
5240 19100 


' G@. Boehm u. R. Signer, Klin. Wochenschr. 11, 599, 1932. 











Die Hemmung der Autoxydation verschiedener Verbindungen 
durch Sulfhydrylkorper. 
Von 
J. €. Ghosh und P. C. Rakshit. 
(Aus dem chemischen Laboratorium der Universitat Dacca, Indien.) 


(Eingegangen am 23. August 1937.) 


In einer friiheren Mitteilung (Ghosh und Rakshit) wurde gezeigt, dal 
sehr kleine Mengen von Sulfhydrylverbindungen, wie Schwefelwasser- 
stoff, Glutathion, Cystein u.a., die Autoxydation von Ascorbinséure 
durch Luftsauerstoff vollstandig zu hemmen vermégen. Mouwreau und 
Dufraisse fanden im Verlauf ihrer eingehenden Untersuchung iiber die 
Autoxydation von Benzaldehyd und anderen Verbindungen, dab 
Thiophen sowie Diithylensulfid stark oxydationshemmend wirken. 
Diese Versuche waren jedoch nur qualitativer Natur. Um den Wert 
unserer Hypothese, welche besagt, daB der Hemmungskérper fiir die 
Inaktivierung der energiereichen gelésten Sauerstoffmolekiile ver- 
antwortlich sei, zu priifen, haben wir den EinfluB von Sulfhydrylkérpern 
auf die Oxydation der folgenden Stoffe mit molekularem Sauerstoff 
untersucht: Pyrogallol, Hydrochinon, Natriumbisulfit, Cystein, Di- 
oxyaceton. Die Hemmungskérper. waren: Schwefelwasserstoff, oxy- 
diertes und reduziertes Glutathion, Cystein, Thiomilchsaure. 

Samtliche Versuche wurden mit Hilfe der Warburg-Barcroft-Apparatur 
ausgefiihrt. Die Sauerstoffabsorption wurde manometrisch bestimmt und 
jodometrisch nachgepriift. Alle verwendeten Stoffe waren durch sorgfaltige 
Sublimation oder Kristallisation gereinigt. Sie waren vollkommen frei von 
Spuren von Kupfer oder Eisen, was mittels Rubeanséiure und Natrium- 


diathyl-dithiocarbamat gepriift wurde. Die Reakéionen wurden in Phosphat - 
puffern nach Sdrensen bei Zimmertemperatur ausgetiihrt. 


Oxydation von Natriumbisulfit. 


Die Oxydation von Natriumbisulfit in Lésung ist bisher noch nicht 
eingehend untersucht worden, obgleich die Oxydation von Sulfit schon 
von zahlreichen Forschern (Backstrom, Alaye, Bailey u.a.) griindlich 
studiert wurde. Die Versuche wurden bei 20° und py = 7,0 durchgefiihrt. 
Die Sauerstoffabsorption durch die Bisulfitlésung ist sehr betrachtlich. 
Spuren von Alkohol oder Aceton sind ohne EinfluB auf die Autoxydation 
von Bisulfit, obgleich Backstrém, Jorrissen, Bailey u. a. gezeigt haben. 
da8 die Oxydation von Sulfit durch Alkoholkonzentrationen, die letzterem 
ungefihr aquivalent sind, stark verzégert wird. Lésungen von Amino- 
siiuren, wie Alanin und Glykokoll, und verdiinnte Zuckerlésungen sind. 
wie wir fanden, ohne EinfluB, aber konzentrierte Zuckerlésung ver- 
mindert meBbar die Oxydationsgeschwindigkeit. Kaliumeyanid ver- 
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zogert gleichfalls in hoher Konzentration die Bisulfitoxydation, nicht 
aber in verdiinnter Lésung. Nach Zugabe der aquivalenten Menge 
Acetaldehyd absorbierte die Bisulfitlésung keinen Sauerstoff mehr. 
denn die Aldehyd-Bisulfitverbindung enthalt in Lésung keine freien 
HSOg-Ionen. War aber die Konzentration des Acetaldehyds kleiner als 
die des Bisulfits, so wurde eine teilweise Sauerstoffabsorption infolge der 
Anwesenheit von freiem Bisulfit festgestellt. 

Das Sulfation sowie Sulfonal, bei denen das Schwefelatom keine 
freien Valenzen hat, da das Oktett vollstandig ist, sind stets ohne Ein- 
fluB auf die Sauerstoffabsorption. Dies wurde nicht nur beim Natrium- 
bisulfit, sondern auch in anderen Fallen der Autoxydation bestitigt 
gefunden. Dagegen fanden wir, daBb die verwendeten Sulfhydryl- 
verbindungen und ihre Disulfide die Autoxydation von NaH SQ, voll- 
stindig hemmen. Wurden die SH-Verbindungen durch Quecksilber- 
und Kupfersalze aus der Lésung entfernt, so stellte sich die urspriingliche 
Sauerstoffaufnahme wieder her. Allerdings konnte die Wirkung von 
Schwefelwasserstoff beim Bisulfit nicht studiert werden, da augen- 
blicklich kolloidaler Schwefel ausfiel. Thiomilchsiure hemmt_ voll- 
stiindig erst bei héherer Konzentration als Glutathion und die Lésung 
wird nach einer gewissen Zeit triibe. Die Ergebnisse sind in den TabellenI 
und II wiedergegeben. 

Tabelle I. 
In jeder Zelle 0,5 cem NaHSO,-Lésung = 196cmm O,. Temperatur 20°. 
Luft = 18cem. Gesamtvolumen der Lésung = lcem. Schiittelgeschwin- 
digkeit: 60mal in der Minute. 





Molare 1 Sauerstoffaufnahme in cmm nach 
Konzentration ~~). yy AGE CSTE IER SAREE: 
von A (NaHSO,) ?H 15 Min. 30Min. 45 Min. 60 Min. 120 Min. 


Hemmungskoérper 


Ohne 7,0 106 139 157 =—-:168 187 
Glutathion-SH 5. : 100 7.0 0 0 0 0 0 
1000 | 7,0 1 0 0 0 0 
a i 1000) 5.6 i 0 0 0 0 

i Dd. : : 1000) 8,2 [ 0 0 0 0 

= :10000; 7,0 108 128 | 145 176 

Glutathion-SS 5. : 100 7,0 0 0 0 0 

E 1000 | 7.0 0 0 0 0 

on : 10000 | 7,0 32 112 148 160 

Cystein . : 100] 7,0 0 0 0 0 

1000 | 7.0 0 0 0 
99 k . 10000! 7.0 ) 2 144 176 

Cystin 5. : 100/ 7,0 0 0 0 

*. 5.10-—5 : 1000, 7,0 0 0 0 

” : :10000 | 7,0 : 101. 119 141 

Thiomilchsaure 5 .10—- : 100) 7,0 i 0 0 0 
Sulfonal : : : 100/-7,0 25 143 158 
Na, SO, 5. : : 1; 7.0 36 159 169 
Acetaldehyd 5 .10-* - 1} 7,0 0 0 


” 


” 
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Tabelle Il. EinfluB von Metallsalzen auf die hemmende Wirkung 
der Sulfhydrylkoérper. 
In jedem Yersuch 0,5cem NaHSO,-Lésung = 196emm O,. pH = 7,0: 
Temperatur = 20°; Gesamtvolumen der Lésung = 1 cem; Luft = 18 ccm; 
Schiittelgeschwindigkeit: 60mal in der Minute. 





Molare [A] Sauerstoffaufnahme in cmm nach 


Metallsalz Sulfhydrylkérper Konzentration Rane aden 


(A) (B) von A {B) 15 Min.|30Min. 45 Min. 60 Mir 


Ohne Ohne ~ 106 139 157 168 
Hg Cl, ei 5.10—4 94 129 160 169 
= Glutathion-S H . 10-3 ‘ 100 128 152 164 
»” 9 0 0 0 0 
* Cystein vl0--8 ; 0 0 0 0 


i 
2.10-—3 Ll: 
t &- 

. 10-3 1: 110 151 167 17] 
I: 
4: 


CuSO, . 10-3 0 0 0 0 
” . 10-8 109 129 154 162 


Es ist klar, daB die hemmende Wirkung der verwendeten SH- 
Kérper durch ungefaihr aquivalente Mengen von Kupfer- oder Queck- 
silbersalzen aufgehoben werden~- kann. Man darf wohl den Schlul 
ziehen, dafs der gebildete Komplex wegen seiner Unléslichkeit den 
Hemmungskérper aus dem Reaktionsbereich entfernt. 

Jodessigsaures Natrium, welches mit Glutathion-SH in folgender 
Weise reagiert : 

GSH + JCH,-COONa = GS—CH,-—COONa + HJ, 
war jedoch, wie wir fanden, nicht imstande, die hemmende Wirkung 
von SH riickgangig zu machen, selbst wenn es im Verhaltnis 4:1 zu- 
gegen war. Dies beruht darauf, daB die entstehende Verbindung nicht 
unléslich ist und eine Verbindung mit einem Schwefelatom mit freien 
Valenzen in der Lésung bleibt. 


. 


Oxydation von Hydrochinon und Pyrogallol. 


Die Oxydation von Hydrochinon und Pyrogallol ist meBbar, wenn 
der py-Wert héher als 7,3 ist (Rideal und Lamaer, Rinders u.a.). v. Euler 
hat gezeigt, daB die Oxydationsgeschwindigkeit mit dem Quadrat der 
OH-Ionenkonzentration wachst. Wir haben daher die Reaktion bei 
pu = 8,0 in Phosphatpuffer bei 20° verfolgt. Die Autoxydation von 
Pyrogallol wurde bei py = 7,7 untersucht; denn bei héherem px, in der 
Nahe von 8,0, ist die Oxydationsgeschwindigkeit auBerst groB (vgl. 
Kovacs, Zorkoczy). Nichtsdestoweniger hemmen die angewandten SH- 
Verbindungen die Autoxydation dieser Phenole, jedoch ist die geringste 
Hemmungskérperkonzentration, die zum vollstandigen Schutze dieser 
Substanzen nétig ist, viel héher als im Falle der Ascorbinséure oder des 
Natriumbisulfits. Ist die Konzentration der verwendeten Sulfhydry]- 
verbindung ein Zehntel derjenigen des Phenols, so ist der Schutz voll- 





Hemmung der Autoxydation verschiedener Verbindungen usw. 333 


kommen: bei noch niedrigerer Konzentration der Schwefelverbindung 
findet nur eine teilweise Verzégerung der Autoxydation statt. Uber 
pu = 8,0 erleidet [yrogallol eine auBerst rasche Verainderung unter 
Bildung einer schwarzen teerigen Substanz, und so wurde keine Hemmung 
gefunden. Die Versuchsergebnisse enthalten die Tabellen III und IV. 


Tabelle LI. 
Hydrochinon 5. 10°? molar; Temperatur 20°; Gesamtvolumen der Lésung 
leem; Luft = 18 cem: pu 8,0; Schiittelgeschwindigkeit: 60mal pro 
Minute. 





Molare [A] Sauerstoffaufnahme in emm nach 
Konzentration eS — 
von A {Hydrochinon) — 15 Min. 30 Min. 60 Min. 120 Min. 


Hemmungsk6rper 
(A) 


Ohne - 2 168 
Cystein D. ‘ £> 3Q 0 

96 5. 1: 100 , 40 
1: 1000 ) 178 


Glutathion-SH 5. : te 30 
” Oo. 1: 100 
. 1: 1000 


Thiomilchsaure 5. : ee | 


H,8 ; : be 30 
‘ . 1: 100 


Tabelle IV. 

Pyrogallol 5.10? molar; px 7,7; Temperatur 20°; Luft = 18 ccm; 

Gesamtvolumen der Lésung 1 cem; Schiittelgeschwindigkeit : 60mal pro 
Minute. 





Molare fA] Sauerstoffaufnahme in emm nach 
Konzentration ——* : 


Hemmungsk6érper : 
von A (Pyrogallol] 30 Min. 60 Min 90 Min. 


(A) 


Ohne 90) 152 194 
Cystein 5. : : 0 0 0 

Ps t 75 134 168 
Glutathion-SH 5. : : 0 0 0 
a 64 112 152 
Thiomilchsaure 5. 3 : 0 0 0 


fabelle V. 


Hemmung der Autoxydation von Dioxyaceton durch Glutathion; Dioxy- 
aceton 5. 10-* molar; pu 7,2; Temperatur 30°; Luft 18 cem; Gesamt- 
volumen der Lésung l cem; Schiittelgeschwindigkeit : 60mal pro Minute. 





. p Sauerstoffe a » ine ac 
Konsentration des auerstoffanfnahme in emm nach 


Glutathions 1 Std. 2 Std. % Std. 


Ohne 44 93 
1.10--2 0 0) 
1. 10-3 12 16 
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Die obigen Ergebnisse zeigen deutlich, da die untersuchten Sulf- 
hydrylverbindungen die Sauerstoffaufnahme von Pyrogallol, Hydro- 
chinon und Dioxyaceton weitgehend hemmen, wenn auch nicht in so 
starkem MaBe wie beim Natriumbisulfit. 

Es scheint, daB die Sulfhydrylkérper die aktiven Sauerstoff- 
molekiile in Lésung durch Komplexbildung entfernen und letzten Endes 
als gewohnliche Sauerstoffmolekiile abgeben. Diese Hypothese wird 
durch die Tatsache gestiitzt, da die Hemmung mit verschiedenen 
Schwefelverbindungen bei der Autoxydation ganz verschiedener Sub- 
stanzen, wie NaH SQ,, Pyrogallol oder Ascorbinsaure, beobachtet wird. 
Dies schlieBt die Méglichkeit der Komplexbildung mit Substrat- 
molekiilen aus. Ferner ist in gewissen Fallen die Konzentration des 
Hemmungskérpers, die zur vollstindigen Hemmung erforderlich ist, 
so klein im Verhialtnis zur Substratkonzentration, daB die Hemmung 
unméglich der Bildung solcher Sulfhydryl-Substratkomplexe — zu- 
geschrieben werden kann. Die Aufhebung der Hemmung durch Metall- 
salze, wie HgCl,, welche selbst die Autoxydation nicht beschleunigen, 
ist ebenfalls nicht leicht auf Grund einer solchen Komplexbildung 
erklarlich. Es scheint daher, daB die Hemmung durch die groBe Affinitat 
der SH-Kérper zu den aktivierten Sauerstoffmolekiilen bedingt ist. 
Infolgedessen ist es sehr wahrscheinlich, daB die Autoxydation von 
Cystein bei px = 7,6 durch andere, Sulfhydrylkérper nicht leicht ge- 
hemmt wird. 

Tabelle VI. 





" : ys ‘ Sauerstoffs g i ach 
Molare Konzentration Molare Konzentration : auerste flaufnahme in emm nacl 


von Glutathion von Cystein 30 Min. 


60 Min. 
0 5.10% : 104 


5 .10--2 5. 10-- 0 
5.10-—3 5.10- ‘ 92 


Wie aus Tabelle VI hervorgeht, ist Glutathion in der Lage, der 
Autoxydation von Cystein zuvorzukommen, wenn es in ungefahr aqui- 
valenter Menge vorhanden ist. Ist die Glutathionkonzentration aber 
niedriger, so tritt keine Hemmung mehr ein. 

Es ist zu bemerken, daB, wahrend sich bei abnehmender Substrat- 
konzentration die Autoxydation andert, die zur Aufhebung der Reaktion 
nétige Hemmungskérperkonzentration nur eine im Vergleich dazu 
geringe Anderung erleidet. Wenn z. B. die Konzentration von NaH SO, 
verzehnfacht wird, so ist die entsprechende Anderung der Cystein- 
konzentration fiir die vollstandige Hemmung geringfiigig. Tabelle VII 
enthalt die diesbeziiglichen Versuchsergebnisse. 

Aus Tabelle VII scheint hervorzugehen, daf die geringste Konzen- 
tration des Hemmungskérpers, die zur vollstaéndigen Stabilisierung 
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Tabelle VII. 





Kleinste molars [B 
Hemmungskérper Konzentration voa [A] 
B B zur vollstiindigen | fiir vollstindige 
Hemmung Hemmung 


Molare 
Substrat A Konzentration 
i| von A 


NaHSO, 5.10-2 Cystein 5.10-5 1: 1000 

me a. oe on 5.10-5 1: 10000 
Ascorbinsaure . 10-3 Glutathion-SH 1.10--5 1: 800 
99 103 5 5.10 1 2 000 
Hydrochinon 5.10-2 F 5.10 1 10 
oo os 100 5.10 1 100 


der autoxydablen Substanz noétig ist, bei einer bestimmten Reaktion 
nicht erheblich variiert, so lange die physikalischen Bedingungen die 
gleichen sind. Diese Tatsachen bekraftigen weiterhin die Vorstellung 
von der Affinitat der Sulfhydrylkérper zum aktiven Sauerstoff. Weitere 
Versuche mit anderen Schwefelverbindungen sind im Gange. 


Literatur, 


1) Moureau u. Dufraisse, Chemical Reviews 1926. — 2) Gosh u. Rakshit, 
diese Zeitschr. 289, 15, 1936. — 3) Backstrom u. Alaye, J. Amer. chem. Soc. 
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Soc. 46, 223, 1924. — 7) Rinders, Rec. Trav. Chim. 53, 209, 1934. — 
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Bestimmung der Starke 
in pflanzlichem Material und tierischen Exkrementen. 


Von 
Andreas Hoek. 
(Aus dem Institut fiir Tierernahrungslehre der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 25. September 1937.) 


Zu den Untersuchungsmethoden der Tierernahrung gehért im 
allgemeinen keine Starkebestimmung. Man begniigt sich mit der Er- 
mittlung der sogenannten N-freien Extraktstoffe, die jedoch absolut 
kein chemisch definierter Begriff sind, sondern ein Gemenge von Starke, 
Hexosanen, Pentosanen, Ligninen und Cellulose vorstellen, wobei von 
letzteren der gréBere Teil allerdings bei der Rohfaserbestimmung 
erfaBt wird. Dal man die Bestimmung eines sowohl chemisch wie auch 
verdauungsphysiologisch gut definierbaren Stoffes wie Starke vermeidet, 
hat wohl hauptsachlich seinen Grund in der Schwierigkeit der Be- 
stimmung in Futtermitteln und tierischen Exkrementen. Es war daher 
der Zweck dieser Arbeit, eine exakte Bestimmungsmethode der Starke 
fiir solche Materialien zu bringen. 

Diese Substanzen enthalten meist reichliche Mengen verschiedenster 
héher-polymerer Kohlenhydrate, wie Cellulose und die unter dem Begriff 
Hemicellulosen zusammengefaBten Verbindungen, die wegen ihrer 
nahen chemischen Verwandtschaft zur Starke bei den iiblichen Be- 
stimmungsverfahren zu erheblichen Fehlern AnlaB geben kénnen. Als 
weitere Fehlerquelle kommt dazu vor allem bei tierischem Ausscheidungs- 
material der Gehalt an Substanzen verschiedenartigster Konstitution, 
die, sowohl das Drehungsvermégen wie auch das Reduktionsvermégen 
in ganz unkontrollierbarer Weise beeinflussen. 

Es ist ohne weiteres klar, daB bei Anwesenheit derartiger st6érender 
Komponenten eine gravimetrische Bestimmung der Starke, z. B. 
Lésung der Starke durch Calciumchloridlésung und nachfolgende 
Fallung durch Jod ausscheiden muB (1). Auch das Verfahren, die Starke 
als ,,lésliche Starke‘ polarimetrisch zu bestimmen (2), muB wegen der 
Anwesenheit anderer drehender Begleitsubstanzen versagen. 

Es bleibt noch iibrig: Uberfiihrung der Starke in Maltose bzw. 
Glucose durch Saurehydrolyse oder enzymatische Hydrolyse oder 
Kombinierung dieser beiden Méglichkeiten. Das resultierende Mono- 
bzw. Disaccharid kann dann durch eine der iiblichen Reduktions- 
methoden bestimmt werden. 

Die meiste Anwendung fand bisher die enzymatische Hydrolyse 
mit Taka-, Pankreas- oder Malzamylase wegen der streng spezifischen 
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Wirkung dieser Fermentsysteme auf Starke. Zur Erzielung eines 
einheitlichen gut bestimmbaren Reaktionsproduktes wird meist noch 
eine Uberfiihrung der gebildeten Maltose in Glucose durch Saure- 
hydrolyse angeschlossen (3). Jedoch mu auch bei jedem derartigen 
Verfahren mit den oben beschriebenen Fehlerquellen gerechnet werden. 

Bei der von uns ausgearbeiteten Bestimmungsmethode verwendeten 
auch wir ein Hydrolyseverfahren mit Amylase und eine nachfolgende 
Zerlegung der gebildeten Maltose mit HCl. Die resultierende Glucose 
wird nach einem der iiblichen Reduktionsverfahren bestimmt und auf 
Starke umgerechnet. Zur fermentativen Spaltung fanden wir am 
geeignetsten die aus Malz hergestellte ,,Diastase purissimum* der 
Firma EF. Merck, Darmstadt. Dieses Praiparat, das auf Grund seiner 
Herkunft eine Mischung von «- und f-Amylase darstellt, bietet wegen 
seines hohen und garantiert gleichbleibenden Amylasegehalts (0,01 ¢ 
verzuckern bei 55° 2,5 g¢ Starke in 2 Stunden) die Gewihr, da®B auch 
bei abgekiirztem Maischverfahren immer die gleiche Starkemenge 
hydrolysiert wird. Auch konnten wir mit diesem Praparat bei An- 
wendung der im Analysengang beschriebenen Bedingungen (gepuffertes 
Reaktionsgemisch, relativ hohe Maischtemperatur und Enzymiiberschuf) 
stets eine glatte und vollstdindige Verzuckerung der Starke erreichen. 


Zur Entfernung von Schleimstoffen und anderen stérenden Poly- 
sacchariden verwendeten wir nach erfolgter enzymatischer Hydrolyse 
das von Walton und Coe (4) beschriebene Fallungsverfahren mit 60 °,igem 
Alkohol. 


Nach erfolgter H Cl-Hydrolyse entfernten wir mit Phosphorwolfram- 
siure die hiermit fallbaren EiweiBkorper. 


Fette und Lipoide wurden durch Atherextraktion vor der enzymati- 
schen Hydrolyse entfernt. 


Zur Entfernung wasserlislicher reduzierender Begleitstoffe wird 
Auswaschen der noch unverzuckerten Substanz mit Wasser oder 20- bis 
30% igem Alkohol (4) empfohlen. Beide Wege zeigten sich jedoch, vor 
allem bei Substanzen wie getrocknete Kartoffelpiilpe und Hiihnerkot, 
ziemlich schwierig, da durch den Gehalt an schleimigen Stoffen das Aus- 
waschen auf einem Filter sehr langwierig gestaltet wird. Auch bestehen 
unserer Ansicht nach starke Bedenken, ob dieses Verfahren bei chemisch 
so uniibersichtlichem Material, wie es tierische Ausscheidungsprodukte 
darstellen, dem gewiinschten Zweck vollauf geniigt. Es erscheint z. B. 
durchaus méglich, daB durch das wahrend des Analysenganges erfolgende 
langere Kochen in Salzsiure, in Wasser und verdiinntem Alkohol 
unlésliche Substanzen, z. B. EiweiBstoffe, in Lésung gehen und dann 
doch noch durch ihren Reduktionswert das Analysenergebnis stéren 
kénnen. 











A. Hock: 


Um diese Fehlerméglichkeiten und das ganze umstandliche Zucker- 
auswaschungsverfahren zu vermeiden, haben wir neben dem normalen 
Analysenansatz in gleicher Weise wie oben einen zweiten Ansatz mit- 
gefiihrt, in dem durch langeres Erhitzen des Untersuchungsmaterials und 
der Enzymlésung jede amylolytische Wirkung auf die vorhandene Starke 
aufgehoben war. Die Starke fallt dann bei der Fallung mit 60 °,igem 
Alkohol mit den iibrigen Kohlenhydraten aus. Nach erfolgter Salz- 
siurebehandlung und EnteiweiBung ergibt sich eine Lésung, deren 
Reduktionswert dem Fehler entspricht, den der Hauptansatz durch 
seinen Gehalt an — in 60% igem Alkohol léslichen Kohlenhydraten, 
niederen EiweiBsubstanzen usw. — aufweisen muB. 


Analysengang. 


Einwage. Von der zu untersuchenden Substanz werden zwei Ein- 
wagen vorgenommen (bei normalem Kotmaterial etwa 5g, bei starke- 
reichen Produkten wie Gerste, Hafer, Kartoffelpiilpe usw. etwa 2g. Die 
Gesamtstarkemenge soll jedoch 1,5 g nicht iiberschreiten). 

Atherextraktion. Dieselbe erfolgt im Soxhlet in iiblicher Weise. Dauer 
der. Extraktion: 12 bis 14 Stunden. 


Bereitung der Enzymlésung. Auf 1000 cem n/15 Phosphatpufferlésung 
vom pu = 5,6 werden 10 g Mercksche Diastase purissimum gelést und etwa 
leem Toluol zugegeben. Die Lésung wird im Ejisschrank aufbewahrt. 

Enzymatische Verzuckerung. Nach peendeter Atherextraktion werden die 


beiden Substanzeinwagen zunachst 1 Stunde im Trockenschrank bei 120° 
getrocknet. Hierbei wird sowohl der anhaftende Ather vertrieben, wie auch 
die im Material etwa vorhandene Amylase abgetétet, was fiir Ansatz 2 
wichtig ist (Blindversuch vgl. oben). Nun erfolgt bei beiden Ansétzen 
Digestion des Materials in einer n/15 Phosphatpufferlésung vom pur = 5,6. 
Dabei mu8B peinlichst darauf gesehen werden, da8 sich keine Klumpen 
bilden; wir konnten namlich feststellen, da8 méglichst homogene Suspension 
vor allem bei starkereicheren Produkten eine Vorbedingung fiir fehlerfreie 
Ergebnisse ist. Die Digestion erfolgt, wenn méglich, bereits in einem 500-cem- 
MeBkolben; bei sehr schleimigem Material (vgl. unten), wird spater in 
500-cem-MeSkolben iibergespiilt. Das Gesamtvolumen der Ansiatze soll 
100 bis 150 cem nicht iiberschreiten. Nach Erzielung einer méglichst gleich- 
maBigen Suspension werden beide Ansiatze so lange in ein kochendes Wasser- 
bad gegeben, bis vollstandige Verkleisterung der Starke erreicht ist. Im 
allgemeinen geniigt hierfiir eine Erhitzungsdauer von einer halben Stunde. 

Bei Substanzen mit hohem Starke- oder Schleimgehalt ist es zweck- 
miéBig, das Material in einem Becherglas zunachst mit wenig Pufferlésung 
zu verkneten und auf dem Drahtnetz mit freier Flamme vorsichtig bis zur 
Verkleisterung zu erwirmen. Dann wird langsam in kleinen Portionen die 
iibrige Pufferl6sung unter dauerndem Riihren und Steigerung der Tem- 
peratur bis zum schwachen Sieden zugegeben. Jetzt erst erfolgt Uber- 
spiilen in die 500-cem-MeBkolben und Weiterbehandlung wie oben. 

Von der Enzymlésung wurden stets 50 ccm pro Ansatz, also ein groBer 
Uberschu8 angewandt. Zur Verzuckerung der Starke wird auf 70° ab- 
gekiihlt und 10cem der Enzymlésung zugegeben. Nach halbstiindiger 
Einwirkung bei dieser Temperatur wird das Wasserbad rasch auf Siedehitze 
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gebracht und 15 Minuten hierbei belassen. Nun wird wieder auf 68 bis 70° 
abgekiihlt und 20 cem Enzymlésung zugegeben. 1 Stunde wird noch auf 
68 bis 70° gehalten; dabei werden nach 30 und 45 Minuten nochmals je 
10cem Enzymlésung zugegeben. Wahrend des ganzen Verfahrens wird 
haufig umgeschiittelt und von Anfang an zur Vermeidung von bakteriellen 
Zersetzungen etwas Toluol zugefiigt. Dieses Verfahren hat xinerseits den 
Vorteil, durch die relativ hohe Temperatur die Enzymreaktion wesentlich 
zu beschleunigen und andererseits wird durch die sukzessive Zugabe der 
Enzymlésung verhindert, daB die nicht hitzebestindige B-Komponente der 
Amylase vor der Zeit zerstért wird. 

Ansatz 2 wird mitgefiihrt, jedoch zunachst ohne Zugabe von Enzym- 
lésung. Die fiir diesen Ansatz bestimmten 50cem Enzymlésung werden 
inzwischen 10 Minuten lang auf dem Drahtnetz mit kleiner Flamme gekocht. 
Wihrend des letzten Erhitzens wird dem Ansatz 2 die inaktivierte Enzym- 
lésung zugegeben. 

Fédllung mit 60°%,igem Alkohol. Nach erfolgtem Abkiihlen werden den 
beiden Ansitzen je 316 cem 95°, igen Alkohols allmahlich unter Schiitteln 
zugegeben und die Ansatze mit destilliertem Wasser zur Marke aufgefiillt (4). 
Nach Absetzen des gebildeten Niederschlags erfolgt Filtration. 

Sdurehydrolyse. Dem Filtrat wird eine geeignete Menge mit der Pipette 
entnommen und diese Menge zur Vertreibung des Alkohols in der Abdampf- 
schale auf kochendem Wasserbad bis zu einem Volumen von 20 bis 30 cem 
eingedampft. Der Riickstand wird scdann in einen etwa 250 cem fassenden 
Rundkolben mit Schliffansatz gespiilt und mit Salzsiure und Wasser auf 
ein Volumen von 75 cem aufgefiillt. Die Salzsiurezugabe wird so bemessen, 
daB die Gesamtkonzentration des Ansatzes an Saure n ist. Nun erfolgt 
2\,stiindiges Erhitzen in einem kochenden Wasserbad mit aufgesetztem 
Steigrohr (5). 

EwweiBfdllung. Zur EiweiBfallung ist prinzipiell jede gangbare Methode 
verwendbar. Wir verfuhren meist ahnlich den Angaben von Walton und 
Coe (4) folgendermaBen: Die beiden Saiurehydrolysate werden in je einen 
MeB8kolben von 150 cem iibergespiilt, mit 0,6 cem einer 10°, igen salzsauren 
Phosphorwolframsaure versetzt und das Ganze auf Eichstrich aufgefiillt. 

Nach einstiindigem Stehen wird sodann filtriert, gleiche Mengen der 
Filtrate in getrennte MeSkolben iiberfiihrt, neutralisiert und auf Eichstrich 
aufgefiillt. Von diesen Lésungen werden bei beiden Ansétzen Zucker- 
bestimmungen durchgefiihrt und die gefundenen Reduktionswerte auf 
Glucose berechnet. Gefundene Glucose von Ansatz 1 minus gefundene 
Glucose von Ansatz 2 entspricht der aus Stirke gebildeten Glucose. Zur 
Umrechnung auf Stirke fanden wir den Faktor 0,92 als zutreffend. 


Priifung der Methode. 


Zur Priifung des Verfahrens wurden Versuche durchgefiihrt, bei 
denen der zu untersuchenden Substanz bekannte Mengen einer rohen 
Kartoffelstarke zugegeben wurden. Der Gehalt der Kartoffelstarke- 
zuwage an Reinstairke wurde nach dem Verfahren von Schulz und Stein- 
hoff (5) ermittelt. In der folgenden Tabelle werden als Stairkezuwage 
immer die gefundenen Reinstarkemengen angegeben. Die Versuche 
wurden an Hiihnerkot, Gerste, Hafer, Kartoffelpiilpe, Ackerbohnen 
und Mais durchgefiihrt. 
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Tabelle I. 





2 3 5 | cm 





Grundversuc h Versuch mit Stirkeosuings 


“Substanz- —Stiirke- Stirke- Stiirke- errechneter = 4 
Untersuchungsmaterial ¢cinwage gehalt suwage gehalt — Stiirkegehalt Fehler 
mg mg mg mg aus3 + 4 


Hiihnerkot 69.... 5000 345 98 444 | 448 +0 
Hiihnerkot 69.... 5000 345 492 832 837 0,6 
Hiihnerkot A 15.. 5000 203 985 1180 1188 ~ 0:7 
Hiihnerkot B15.. 5000 181 1002 1175 1183 — 0,7 
Hiihnerkot C15.. 5000 151 992 1160 | 1143 + 1,5 
Hiithnerkot D15.. 5000 10 1122 1136 | 11382 |+0,3 
Hiihnerkot A 7... 5000 518 885 1410 1403 + 0,5 
Hiihnerkot eh 5000 510 853 1365 | 1363 0,1 
Hiihnerkot C 7... 5000 626 942 1544 1568 — 1,5 
Hiihnerkot A 4... 5000 85 | 839 919 | 924 j 
Hiihnerkot 170... 5000 449 | 1250 1717 | 1699 
Hiihnerkot 50.... 5000 167 905 1081 | 1072 
Hiihnerkot 9k... 5000 155 938 1088 1093 
Hiithnerkot 46k .. 5000 116. 888 992 = 1004 
Gerste I 2000 960 427 1402 | = 1887 
Gerste II 1000 502 985 1470 1487 
Gerste IIT 2000 945 879 1800 | 1824 

2000 790 872 1650 1662 

2000 1042 454 1475 1496 
Ackerbohnen 2000 489 461 940 950 
Kartoffelpiilpe getr., 2000 588 782 1348 1370 


Der Fehlerdurchschnitt betragt rund +- 1°, des Starkegehalts der 
eingewogenen Substanz und liegt damit needs der Fehlergrenze der 
Bertrandschen Zuckerbestimmung. 

DeB bei der Durchfiihrung des Blindversuchs tatsachlich keine 
amvlolytische Wirkung mehr eintritt und daB in 60% igem Alkohol 
alle Starke ausfallt, wird durch Tabelle II bewiesen. 


Tabelle II. 


Erklarungen. Spalte 1 gibt den gefundenen Reduktionswert in mg 
Glucose beim normalen Blindversuch. Spalte 2 gibt den gefundenen Re- 
duktionswert in mg Glucose bei einem Blindversuch, der sich vom ersten 
nur dadurch unterscheidet, daB dem Ansatz etwa 1 g rohe Kartoffelstarke 
zu Beginn des Analysenganges zugelegt wurde. 





Untersuchungsmaterial 1 2 Untersuchungsmaterial 1 


Gerste 290 297 | Hihnerkot | 401 395 
Hiithnerkot 421 412 | Hihnerkot | 405 410 
Hithnerkot............ 370 372 


Die gefundenen Werte stimmen innerhalb der Fehlergrenzen der 
Bertrandschen Zuckerbestimmung gut iiberein. 
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Zusammenfassung. 


1. Es wird ein Verfahren entwickelt, das bei Futtermitteln und 
Fazes eine quantitative Erfassung der Starke erméglicht und die bei 
diesen Materialien zu erwartenden Fehlerquellen ausschaltet. 

Die quantitative Erfassung der Starke wird durch ein geeignetes 
Verzuckerungsverfahren mit ,,Diastase purissimum‘: Merck und eine 
nachfolgende Salzsiurehydrolyse erreicht. Stérende Begleitsubstanzen 
werden einmal durch Atherextraktion, Fallung mit 60 °,igem Alkohol (4) 
und Fallung mit Phosphorwolframsaure beseitigt, andererseits durch 
Mitfiihren eines geeigneten Blindversuchs ausgeschaltet. Die Fehler- 
grenze der Analyse betragt rund —- 1°, vom Gesamtstarkegehalt des 
Untersuchungsmaterials. 

2. Die Brauchbarkeit der Methode wird durch Versuche mit 
Zulage bekannter Mengen von roher Kartoffelstarke gepriift. 


Literatur. 


1) von Fellenberg, Mitt. f. Lebensmittelunters. 7, 369, 1917; 8, 55, 1917; 
Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 55, 473, 1928. — 2) Lintner- Belschner, Zeitschr. 
f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 14, 205, 509, 1907; Diss. Belschner, 
1907. — 3) E. H. Hall, J. Soc. chem. Ind. 50, 429, 1931; A. R. Ling, J. Inst. 
Brewing 37, 216, 1931; Bourdouil, Bull. Soc. Chim. biol. 18, 809, 1931; 
C. M. Muyzert, Pharmac. Weekbl. 68, 1045, 1931; R. Z. Shriner, Plant. 
Physiol. 7, 541, 1932; R. H. Dastur, K. M. Samant, Indian J. agricult. Sci. 
3, 466, 1933; J. J. Chinoy, F. W. Edwards, H. R. Nanji, Analyst 59, 671, 
1934; O. Wolf, Zeitschr. f. Spiritusind. 57, 216, 1934; #. W.Jemen, Proc. 
Roy. Soc. London, Ser. B, 117, 483, 1935; V. Estienne, F. Gerard, Bull. 
Ass. anciens Etudants ecole supér. Brasserie Univ. Lourain 35, 150, 1935; 
H. Tyller, Zeitschr. f. Spiritusind. 58, 367, 1936. — 4) G. P. Walton, M. R. 
Coe, J. Agricult. Res. 85, 995, 1923. —. 5) A. P. Schulz, G. Steinhoff, Zeitschr. 
f. Spiritusind. 56, 63, 1933. 


Biochemische Zeitschrift Band 294. 














Uber die Kondensation von Triosen zu Hexosen in der Leber. 


Von 
Hajime Imanaga (Fukuoka), 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung in Heidelberg.) 


(Eingegangen am 2. Oktober 1937.) 


Der Weg der biologischen Kondensation der Triosen zu Hexosen 
ist noch nicht véllig geklart. Méglicherweise bestehen dafiir verschiedene 
Mechanismen. Wie Embden, Schmitz und Wittenberg! fanden, wird bei 
Durchstrémung von Hundeleber mit racemischem Glycerinaldehyd ein 
Gemisch aus d-Glucose und 1-Sorbose gebildet. Dies erklaren die 
Autoren so, das hier zunachst, wie bei der Aldolkondensation der 
Triosen durch schwaches Alkali nach E. Fischer?, zunachst ein Teil 
des Glycerinaldehyds in Dioxyaceton iiberginge und daB dann die 
Kondensation stattfinde, wobei durch Aldolkondensation von Dioxy- 
aceton mit d-Glycerinaldehyd d-Fructose, durch Kondensation mit 
1-Glycerinaldehyd 1-Sorbose entstiinde. Die d-Fructose aber wandelt 
sich dann, entsprechend den Versuchen von Jsaac* in d-Glucose um. 
Allerdings sollten bei einer vélligen Analogie mit der Kondensation in 
Alkali noch aquivalente Mengen 1|-Fructose (aus 1-Glycerinaldehyd) 
und d-Sorbose (aus d-Glycerinaldehyd) entstehen*. Weiterhin miBte, 
wenn die Isomerisierung d, l-Glycerinaldehyd — Dioxyaceton so wie in 
schwachem Alkali verliefe, aus Dioxyaceton dasselbe Hexosegemisch 
entstehen, wie aus Glycerinaldehyd, wahrend, wie schon Embden 
beobachtete, nur Glucose auftritt. - 


Fiir die Embdenschen Versuche mit Glycerinaldehyd gaben Me yer- 
hof, Lohmann und Schuster ® kiirzlich die Deutung, daB hier die von ihnen 
beschriebene Aldolasereaktion zwischen Glycerinaldehyd und Dioxy- 
acetonphosphorsiaure stattfinden kénnte, welch letztere aus vorhandener 
oder allmahlich gebildeter Hexosediphosphorsdure herrihrte; dies 
wiirde zu einem Gemisch von d-Fructose-1-Phosphorsaure und |-Sorbose- 
1-Phosphorsiure fiihren. Hieran schlésse sich dann die phosphatatische 
Spaltung mit der Umwandlung der d-Fructose in d-Glucose, wobei 
ein Teil der Hexose stets zur weiteren Bildung von Hexosediphosphat 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 210, 1913. —- ? E. Fischer u. Tafel, 
Berl. Ber. 20, 1092, 2566, 3484, 1887; 28, 388, 1890; vgl. auch E. Schmitz, 
ebenda 46, 2327, 1913. — * Zeitschr. f. physiol. Chem. 89, 78, 1914. — ‘ Vgl. 
H. Fischer u. Baer, Helv. Chim. Act. 19, 519, 1936. —- *° Diese Zeitschr. 
286, 319, 1936. 
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und damit auch Dioxyacetonphosphat Anla& geben wiirde. Doch 
sprachen manche Beobachtungen dafiir, daB die Kondensation von 
freiem Dioxyaceton nicht auf demselben Wege verliuft. Bei der von 
Haehn und Glaubitz! entdeckten Vergirung des Dioxyacetons durch 
Saccharomyces Ludwigii wird das jeweils verschwundene Dioxyaceton 
quantitativ vergoren?; es entsteht also keine Sorbose. Hier scheint, 
ohne da eine Veresterung erkennbar ist, eine vollstandige Umwandlung 
in girfihige Hexose stattzufinden, die dann auf gewéhnlichem Wege, 
unter Bildung von Hexoseester weiter umgesetzt wird. SchlieBlich 
wird nach Virtanen*® Dioxyaceton von Bacterium coli ohne Kondensation 
zu Hexosen unter Dismutation zu Glycerin und Glycerinséure umgesetzt. 

Auf Vorschlag von Herrn Professor Meyerhof habe ich die Frage 
der Kondensation von Glycerinaldehyd und Dioxyaceton mit Hilfe 
von Lebergewebsschnitten gepriift. 


Methoden. 


Als Material dienten nach Warburg hergestellte Gewebsschnitte aus 
Rattenleber, die in Ringerlésung, unter Zusatz von Triosen suspendiert 
wurden. Das Dioxyaceton war nach der Vorschrift von C. Neuberg* mittels 
Bacterium suboxydans aus Glycerin dargestellt und gereinigt*®. Als Glycerin- 
aldehyd benutzte ich das kaufliche Praparat von der Schering-Kahlbaum 
A.-G. Dioxyaceton und Glycerinaldehyd wurden quantitativ bestimmt 
nach 90 Minuten Hydrolyse in n HCl durch Kolorimetrierung des ge- 
bildeten Methylglyoxals nach der Vorschrift von Ariyama*. In Abwesenheit 
weiterer Aldehydzucker wurde der Glycerinaldehyd nach Willstdtter und 
Schudel titriert. Andererseits konnte auf diese Weise auch Glucose in 
Abwesenheit von Glycerinaldehyd bestimmt werden. Die Ketohexose 
(Fructose + Sorbose) war nach Seliwanoff-Roe auf etwa 10°, genau zu 
bestimmen, wenn nicht mehr als die zehnfache Menge Triose anwesend war. 
Dioxyaceton und Glycerinaldehyd geben auf diese Weise eine Fiirbung, 
die kaum ein Prozent von derjenigen der Fructose entspricht. Andererseits 
gibt Sorbose nach Seliwanoff-Roe nur 66°, der Ketosefarbung von Fructose, 
auf gleichen Reduktionswert nach Hagedorn-Jensen bezogen. Die iibrigen 
Methoden waren dieselben wie in der Arbeit von Tokusuke Goda’. 


Werden Leberschnitte 3 bis 5 Stunden lang in sauerstoffgesattigter 
Ringerlésung suspendiert, so schwindet bei ausreichender Menge der 
Gewebsschnitte das zugegebene Dioxyaceton nahezu vollstandig. Hierbei 
tritt eine vergirbare Aldose auf (Glucose), zu etwa 80°, der ver- 


1 Berl. Ber. 60, 490, 1927. — * Ken Iwasaki, diese Zeitschr. 208, 237, 
1928; H. Lehmann, ebenda 277, 261, 1935. — * Virtanen u. Tikka, ebenda 
228, 407, 1930; Virtanen, ebenda 279, 262, 1935. — * Neuberg u. Hof- 
mann, diese Zeitschr. 224, 496, 1930; 279, 318, 1935. — ° Herrn Prof. 
C. Neuberg bin ich fiir eine Herrn Prof. O. Meyerhof iiberlassene Reinkultur 
von Bacterium suboxydans zu groBem Dank verpflichtet. —- ® J. of biol. 
Chem. 77, 359, 1928; vgl. auch O. Meyerhof u. Lohmann, diese Zeitschr. 
271, 89, 1934. —- 7 Diese Zeitschr. 294, 259, 1937. 
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schwundenen Triose. Aldosegehalt, auf Glucose bezogen, und aus der 
Garung berechnete Zuckermenge stimmen genau iiberein. Fiir den 
iiberschiissigen Schwund von 15 bis 25°, der Triose kann nur zum 
Teil die Bildung von Glykogen verantwortlich gemacht werden, der 
Rest ist wahrscheinlich veratmet. Jedenfalls wiirde hierzu die Grék 
der Oxydation ausreichen. In stickstoffgesattigter Ringerlésung findet 
unter gleichen Umstanden kein oder nahezu kein Schwund der Triose 
und entsprechend keine Bildung von girfahigem Zucker statt (Versuch 1), 
Bei gleicher Menge Gewebsschnitte ist die Umwandlungsgeschwindigkeit 
von der Konzentration des Dioxyacetons unabhangig (Versuch 3), 
stark abhangig dagegen vom Zustand der Leber. In verfetteten Lebern 
bleibt der Umsatz fast vollstandig aus. Dies ist im Einklang mit der 
kiirzlich beschriebenen Leberfunktionspriifung mittels Dioxyaceton aus 


Versuch 1. Zuckerbildung aus Dioxyaceton durch lg Leber- 
schnitte. 37°. 





mg Triobe mg vergiirbarer mg Aldose 
Zucker gebildet 


Gasgemisch 


vorhanden |  verbraucht 


24,0 0 0 
26 21, 16,4 15,84 
23,52 f 1.04 


Versuch 2. Zuckerbildung aus Dioxyaceton durch lg Leber- 
schnitte. 37°. O, + 5% CO,. 





ing Triose i 


vorhanden verbraucht 


mg vergiirbarer mg Aldose 
Zucker gebildet 


29,0 0 0 

16,1 12,9 12,75 11,3 
4,15 24,85 19,65 | 18,5 
1,67 27,3 22,8 | 214 


Versuch 3. Umwandlung des Dioxyacetons in Hexose bei zwei ver- 
schiedenen Konzentrationen (0,5 g Leber). 37°, O, + 5%, CO,. 








10mg Dioxyaceton vorgelegt 
mg Triose 


vergirbarer 


vorh: » 
orhanden schwunden 


9,5 
6,2 
4,9 
1,9 
| 


20mg Dioxyaceton vorgelegt 





mg Triose vergirbarer 


Zucker WRC ET CIA Le Uab aan Rioeiaa ds: Zucker 
gebildet vorhanden 


ver- 


schwunden gebildet 


3,3 
4,8 
8,3 


9,2 
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der Klinik Eppingers in Wien!, nach der bei Leberkranken das per os 
zugefiihrte Dioxyaceton im Blute nachweisbar ist, bei Lebergesunden 
aber nicht. 


Ersetzt man Dioxyacetbn durch racemischen Glycerinaldehyd, so 
ist unter denselben Umstianden die Umsatzgeschwindigkeit in Sauerstoff 
fast genau dieselbe, das Endresultat aber verschieden. Es ist knapp 
halb so viel vergirbarer Zucker entstanden, aber eine gewisse Menge 
unvergarbarer Ketohexose, die auf Sorbose berechnet, dem vergirbaren 
Zucker annahernd gleich ist. Zusammen macht die so gebildete Hexose 
60 bis 80%, des vorhandenen Glycerinaldehyds aus. Einen Vergleich 
des Umsatzes von Dioxyaceton und Glycerinaldehyd zeigt Versuch 4. 
Besonders stark weicht das Verhalten des Glycerinaldehyds von dem 
des Dioxyacetons in Stickstoff ab. Der Schwund ist hier zwar erheblich 
geringer als in Sauerstoff, aber doch nicht unbedeutend, wobei auch 
eine merkliche Bildung von vergérbarem Zucker stattfindet (vgl. Ver- 
such 5). Dieser Unterschied findet nun eine teilweise Erklarung durch 
die Beeinflussung des Trioseschwunds mittels zugesetzten Hexose- 
‘ diphosphats. Wenn die Umwandlung mittels der Aldolase, wie oben 
angegeben, zustande kommen sollte, war zu erwarten, da Zusatz von 
Hexosediphosphat den Verbrauch des Glycerinaldehyds erhéht, da ja 
die Konzentration der Dioxyacetonphosphorsiure damit gesteigert 
wird. Dies ist auch tatsachlich der Fall. In Gegenwart von Hexose- 
diphosphat wird jedoch in Sauerstoff und Stickstoff gleich viel Glycerin- 
aldehyd umgesetzt und auf der anderen Seite hat Hexosediphosphat 
auf den Umsatz von Dioxyaceton keinen erkennbaren EinfluB, weder 
in Sauerstoff noch in Stickstoff. Der Umsatz JaBt sich hier nur 
an dem Trioseschwund messen, nicht an der Bildung des vergar- 
baren Zuckers, da dieser zum Teil aus Hexosediphosphat entsteht 
(Versuche 6 und 7). 


Das verschiedene Verhalten der beiden Triosen spricht fiir einen 
verschiedenen Mechanismus der Kondensation. Es bliebe die Méglichkeit 


Versuch 4. Schwund von Dioxyaceton und Glycerinaldehyd bei 
05g Leberschnitten. O, + 5°, CQ, 37°. 





27mg Dioxyaceton vorgelegt 25mg Glycerinaldehyd vorgelegt 


Triose r : Triose " 
mg Trios¢ vergirbarer mg Triose vergirbarer 
, Zucker 


Zucker 


vorhanden verbraucht 





vorhanden verbraucht 


27,6 27,2 
16,5 11 14,0 
16,3 11,3 9 14,5 


1M. Wachstein, Klin. Wochenschr. 14, 1400, 1935. 
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Versuch 5. Zuckerbildung aus racemischem Glycerinaldehyd 
durch lg Leberschnitte. 





mg Triose mg vergiirbarer mg Ketose (nach mg Glykogen 
vorhanden Zucker gebildet | Roe) (X 1,5) gebildet 
} 


24 
12,3 4,96 

5,2 7,62 5,8 1,0 
15 3,12 | 0 


Versuch 6. Wirkung von Hexosediphosphat auf den Schwund des 
Glycerinaldehyds in 0,5 g Leberschnitten. 


15mg Glycerinaldehyd und 10 mg Hexosediphosphat. 





Glycerinaldehyd + Hexose- es eee et ss 
diphosphat, 10 mg (1,0 ecm) Glycerinaldehyd + Wasser (1,0 cem) 


O,-Sittigung | N,-Sattigung _ O,-Sittigung Mp -Siittigung 





mg Triose mg Triose ™& vergiirbarer mg Triose Mg ve rgiirbarer 
Zucker Zucker 


rae ier a ae 14,5 0 
695 | 6.4 11.4 13,8 
are Te ge 5.85 2,62 12.0 0,93 


‘ersuch 7. Wirkung von Hexosediphosphat auf den Schwund des 
° ° ‘aad ad ° 
Dioxyacetons in 0,5g Leberschnitten. 


15 mg Dioxyaceton und 10 mg Hexosediphosphat. 





Dioxyaceton + Hexose- 


, ee teed (1,0 cem) Dioxyaceton + Wasser (1,0 ccm) 


i 
i 


Zeit | | O- -Siittigung | [Ny 2 -Siittigung pe _ 03-8 2- -Siittigung N»-Sittigung : 











mg Triose | mg 1 mg Triose | | mg veruirbargr | mg Triose | ™S V ergiirbarer 


Min. | i uc Zucker 


j 


0 12,5 12,5 H 1,1 0 11,) 0 

60 8,2 “MS 31 62 11,0 

i80 5,15 13,8 1,0 7,25 11,0 0,85 
einer asymmetrischen Isomerisierung: Dioxyaceton = d-Glycerin- 
aldehyd. Aber auch diese Isomerisierung ist dann an die Sauerstoff- 
atmung gekniipft, denn in Stickstoff aindert sich, so lange keine Triose 
schwindet, auch nicht der Aldehydgehalt, d.h. es wandelt sich weder 
Glycerinaldehyd in Dioxyaceton noch dieses in jenen um. 


Phlorrhizin, das die Umwandlung von Fructose in Glucose hemmt 
(vgl. die zitierte Arbeit von Goda), hat keinen EinfluB auf die Konden- 
sation der Triosen (vgl. Versuch 8). Ob der Einflu8 des Sauerstoffs 
auf die Aldolkondensation auf eine intermedidire Veresterung zu be- 
ziehen ist wie bei der Isomerisierung der Hexosen, mu8 also dahin- 
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gestellt bleiben. Die Rolle der Atmung zeigt aber, daB die biologische 
Aldolkondensation der freien Triosen ein komplizierterer Vorgang ist 
als die Aldolasereaktion der Dioxyacetonphosphorsaure und auch als 
die rein chemische Kondensation mittels schwacher. Alkalis. 


Versuch 8. Die Wirkung von Phlorrhizin auf die Zuckerbildung 
aus Triose. 
Je 1g Leberschnitte. 38°. 





Ohne Phiorrhizin m/150 Phlorrhizin 

mg ver- 
giirbare 
Zucker- 
menge 


mg Ketose 
nach Roe 
X 1,5 


mg Ketose ; Ing ver- 


= ‘giirbare 
nach Roe mg Triose| $2tDan 
x 1,5 


mg Tricee | | Zucker- 
| 


menge 


Dioxy- 22,6 0 22,6 0 


21,8 0 21,8 0 
4,5 4,9 7 4,85 4,7 


Glycerin- 
aldehyd 


| | 
{| aceton | 16,7 3,3 16,é 3,9 
\ { 
| \ 











Erfahrungen bei der fraktionierten Destillation von 
Phosphatidfettsaiuren. 


Von W. Diemair und W. Schmidt. 


(Mitteilung aus dem Universitats-Institut fiir pharmazeutische und Lebens- 
mittelchemie und der Deutschen Forschungsanstalt fiir Lebensmittelchemie 
in Miinchen.) 


(Eingegangen am 12. Oktober 1937.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die nachfolgenden Untersuchungen! iiber den chemischen Aufbau 
der pflanzlichen Phosphatide beschaftigten sich auch mit dem Nachweis 
und der Bestimmung der festen Fettsiuren und deren Trennung von- 
einander, welche infolge der nur gering unterschiedlichen Schmelzpunkte 
gewisse Schwierigkeiten bereitet. Diese werden um so gr6Ber, je gerirger 
die zur Aufarbeitung zur Verfiigung stehenden Fettmengen sind, was 
bei der mengenmaBig geringen Verbreitung der pflanzlichen Phosphatide 
immer der Fall sein wird. 

An gut wirksamen Fraktionierapparaten fiir gréBere und mittlere 
Sduremengen besteht zwar kein Mangel; FL. Klenk?, F. Jantzen und 
K. Tiedtke* haben hierfiir gute Vorrichtungen geschaffen und in jiingster 
Zeit beschrieb #. Klenk* eine Apparatur zur Destillation kleiner Fett- 
siuremengen. Die mit der nachfolgend beschriebenen Vorrichtung 
gemachten Erfahrungen sollen hier niedergelegt werden ®. 


1. Beschreibung einer Vorrichtung zur Destillation gréBerer Fettsiuremengen 
(30 bis 5 g). 


Die Vorrichtung (Abb. 1) besteht aus dem Siedekolben A, der Kolonne B 
(Glasspirale 2,5 em Durchmesser), die durch den Isoliermantel C (Asbest) 
vor Warmeverlusten geschiitzt wird. Alle diese Teile sind zu einem Stiick 
zusammengeschmolzen. Zwischen Isoliermantel und Kolonne befindet sich 
eine elektrische Heizung (60 Watt), die es gestattet, die Fraktionierkolonne 
wahrend der Destillation zu erwirmen, und zwar mu8 die Temperatur in 
der Kolonne wahrend der Destillation um ungefaihr 10° héher gehalten 
werden als im Siedekolben A, da sonst eine scharfe Abtrennung nicht 
erreicht werden kann. Der Siedekolben tragt einen Ansatz zum Einfiillen 
der Substanz. Durch ihn kann wahrend der Destillation, falls notwendig, 
CO, oder N, eingeleitet oder ein Thermometer eingefiihrt werden. Fassungs- 
raum des Siedekolbens 150 cem. Durehmesser der Kolonne 3,5 em, Héhe 
der Kolonne 30cm. 

Auf der Kolonne befindet sich ein besonders geformter Kiihler D, in 
welchen durch eine Diise E das Destillat eintritt. Lichte Weite der Diise 


1 Diese Zeitschr. 294, 353, 1937. — ? E. Klenk, Zeitschr.f. physiol. Chem. 
200, 56, 1931. — * F. Jantzen u. K. Tiedtke, J. prakt. Chem., N. F., 12%, 
277, 1930. —- 4 E. Klenk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 242, 250, 1936. — 
5 Die Vorrichtung wurde von der Firma Dr. Bender d: Dr. Hobein, Miinchen, 
LindwurmstraBe 72, geliefert. 
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E=3mm. Vor der Diise # befindet sich ein Thermometer. Kolonne 
und Kiihler sind mittels eines planparallelen Schliffes miteinander ver- 
bunden. Genaue Ausfiihrung siehe Abb. 2. Das Destillat wird durch die 
Ablaufvorrichtung F und G aufgefangen, welche durch die Hahne H und J 
bedient werden. Die Réhren F und G vereinigen sich kurz vor der Auffang- 
kugel K, an der sich der AnschluB fiir die Quecksilberdarnpfstrahlpumpe 
befindet. Die Kugel K geht iiber den Hahn LZ in eine zweite, etwas engere 
Kugel M iiber, die mittels des Hahnes N gegen die AuSenluft ver- 
schlossen werden kann. Diese 
Vorrichtung gestattet das 
Destillat aufzufangen, ohne 
daB das Vakuum unterbrochen 


¢ lamp 4 . \ ’ | 
-aboumpe| ~ 


Pa 











Abb. 1. Abb. 2. 


werden braucht. DestiHiert man Substanzen, die bei Zimmertemperatur 
erstarren, so kann an der Auffangvorrichtung ein gebogener Metalldraht 
angebracht werden, der mit Hilfe einer Flamme erwarmbar ist. Der 
Siedekolben A befindet sich in einem Olbad, dessen Temperatur wihrend 
der Destillation immer genau kontrolliert werden mu8. Zum Evakuieren 
wurde eine Quecksilberdampfstrahlpumpe (einstufig) mit einem Vakuum 
von 0,001 mm verwendet. 

Kiihler: Durchmesser 7,5 em, Hohe 6,2 em; Kiihlglocke: Durchmesser 
3,8 cm, Héhe 2,4cem: Entfernung der Diise von der inneren Wand der Kiihl- 
glocke: 0,3em; Diise: Durchmesser 0,2 em; Einfiihrungsrohr des Thermo- 
meters: Durchmesser 0,8 em; Ablaufrohre: Durchmesser 0,4 cm. 

Wirkungsweise der Apparatur. Die Wirkungsweise der Apparatur ist 
abhangig: 1. Von der Art der Fettséuren (besonders geeignet fiir die Fett- 
sduren der C,;- bis Cy)-Gruppe), 2. von der Schnelligkeit der Destillation 
(in 1 bis 2 Stunden kénnen bestenfalls 1 bis 1,5 g Destillat gewonnen werden), 
3. von der genauen Einhaltung der Temperaturbedingungen. Die Tem- 
peratur des Olbades darf nur ganz langsam erhéht werden. Die Temperatur 
der elektrischen Heizung der Kolonne mu8 immer genau 10° iiber der 
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Temperatur des Siedekolbens liegen. Die Warmewirkung der Heizuny 
wurde durch Versuchsmessungen ermittelt und lieB sich von 90 bis 250° 
variieren. Auf die Beobachtung der Siedepunkte legten wir, da diese bei 
Fettsauredestillationen schwer zu verfolgen sind, keinen Wert. Eine Vor- 
richtung dazu war vorhanden. 

Fiir die Wirkungsweise der Apparatur geben die in nachfolgende: 
Ubersicht zusammengestellten Destillationsergebnisse von gleichen Teilen 
Palmitinséure-, Stearinsiure- und Laurinsiuremethylester ein anschau 
liches Bild. 

Einwage: 8g Estergemisch. Dauer der Destillation: 7 Stunden. Druck: 


0,01 mm. 
Tabelle I. Aus den angefiihrten 
= ) Ergebnissen geht hervor. 
Fraktionen || {or gefundenen ———— daB eine Abtrennung des 
‘ Umbristedistesen Palmitinsaure-, des Ste- 
ake? ; pe na: arinsdure- und des Lau- 
. Erstarrungspunkt rinsiuremethylesters 
0,473 Fraktion fliissig méglich ist. [Palmitin- 
0,342 12,20 z , 
0.463 99°40 siuremethylester 
0.517 98 (0 Schmp. 28,5° (Fraktion 4 
0,637 28.5? und 5), Stearinsaure- 
Dan pg methylesterSchmp.38,7° 
Riickstand 1,238 zersetzt: 2,373 g (Fraktion 8), Laurin- 
A siuremethylester Er- 
starrungspunkt -— 4° (eigene Beobachtung) (Fraktion 1 und 2)]. 
Erfahrungsgema8 bereitet die Trennung der Palmitinséure von der 
Stearinsiure eine gewisse Schwierigkeit; es scheint aber mit dieser 
Apparatur die Méglichkeit zur Trennung der beiden Fettsauren ge- 
geben zu sein. Die Schmelzpunkte! der einzelnen Fettsdurefraktionen 
sind eindeutig. ss 
Die beschriebene Vorrichtung eignet sich fiir Substanzmengen 
bis 5g: bei der Aufarbeitung geringerer Mengen des festen Gemisches 
treten aber infolge Zersetzungserscheinungen groBe UnregelmaBigkeiten 
bei der Fraktionierung auf. Diese Tatsache, sowie die Beobachtung, 
da unter den giinstigsten praktischen laboratoriumsmaBigen Bedin- 
gungen nicht mehr als etwa 3g feste Fettsiuren bei der Phosphatid- 
aufspaltung anfallen, machen die Schaffung einer Vorrichtung von der 
beschriebenen ahnlichen Wirkungsweise, aber kleineren AusmaBes, 


notwendig. 





_ 


CO -1 2 Om CO DO 


2. Beschreibung einer Vorrichtung zur Destillation kleinerer Fettsiuremengen. 


Der Apparat besteht (Abb. 3) aus dem Fraktionierkolben A, der schriag 
angesetzten Kolonne B, die wieder mit einem Isoliermantel (Asbest) gegen 
Warmeverluste geschiitzt ist. Die Kolonne ist mit einer elektrischen Wider- 
standsheizung versehen (50 Watt). Die Fraktionierspiralen in der Kolonne 


' Alle angefiihrten Schmelzpunkte wurden mit der Mikroschmelz- 
punktsapparatur nach L. Kofler bestimmt. 
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sind auswechselbar. Der Siedekolben A besitzt einen Einfiillstutzen, der 
nach dem Einfiillen der Substanz bei der Destillation entweder mit einem 
Thermometer oder mit einer Kapillare zum Einleiten von N, oder CO, 
versehen werden kann. Alle diese Teile sind zu einem Stiick zusammen- 
geschmolzen. Die Kolonne endet in einem planparallelen Schliff, der sich 
fiir diese Zwecke gut bewahrt hat. Es wurde ein Vakuum von 0,001 mm 
erreicht. Mittels des planparallelen Schliffes ist auf der Kolonne B 
die Auffangvorrichtung C angebracht, in die das Destillat durch eine enge 
Diise D ('/,mm) eintritt. Gegeniiber der Diise D ist die Wand der Auffang- 
vorrichtung verstarkt. Vor der 
Diise D sitzt ein Thermometer. 
Das Destillat flieBt senkrecht 
nach unten ab. Die Anordnung 
der Auffangvorrichtung ist hier 
genau so getroffen wie bei der 
vorher beschriebenen groBenAp- 
_paratur. Auf die Anbringung 
einer Kiihlung wurde verzichtet. 
Da das aus der Diise austretende 
Destillat -meistens am Thermo- 
meter erstarrt, ist es mit Hilfe 
der Sparflamme eines Bunsen- 
brenners, die der verdickten Ng- Dampr- 
Stelle der Auffangkugel ge- strah/pumpe 
nahert wird, médglich, die ein- 
zelnen Fraktionen nach dem 
ungefahren Schmelzpunkt zu 
trennen. An der Auffangvor- 
richtung ist ein Metalldraht an- 
gebracht, der mit Hilfe einer 
Flamme erwarmt wird, wenn 
sich das Destillat in den Réhren 
oder an den Wanden der Kugeln 
festsetzt. Abb. 3. 
Kolben: GréBe 15 ccm Fas- 
sungsvermégen, Durchmesser 4,0 em; Kolonne: Lange 4,5cem, Durch- 
messer 1,5em; Diise: Durchmesser 0,3em; Obere Kugel: Durchmesser 3,2 em 
(Spirale zum Auswechseln); Ablaufvorrichtung: Lange ungefihr 10 em. 


Um die Wirkungsweise der Apparatur aufzuzeigen, werden die 
Destillationsergebnisse eines Gemisches von gleichen Teilen Palmitin- 
sdure und Stearinsdure wiedergegeben. Die Destillationsergebnisse mit 
reinen Sauren befriedigten nicht, da keine scharfe Trennung derselben 
moglich ist. Des weiteren wurde ein nicht unbetrachtlicher Anteil 
zersetzt. Einwage: 0,98 g Fettsiuregemisch. Dauer der Destillation 
5 Stunden. Druck 0,01 mm. 





Tabelle II. 


Menge Menge ‘ 
Frak- der gefundenen Schmelzpunkt Frak- der gefundenen Schmelzpunkt 


. Fettsdure’ nach 2 maligem Aire rettakuret nach 2 maligem 
tence F eH Umbkristallisieren tonen risa Umkristallisieren 


0,115 61,2°C : 0,103 63,4° C 
0,107 57,19 C . 0,110 67,69 C 
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Giinstiger verlief die Destillation eines Gemisches der Ester der 
obengenannten Fettsiuren (Methylester). Wie aus den Ergebnissen zu 
ersehen ist, gelang hier eine scharfe Abtrennung der Ester, die allerdings 
infolge der auftretenden Verluste durch Zarmtemnguerenelenngen 
nicht quantitativ sein kann. 

Einwage: 0,674 g Estergemisch. Dauer der Destillation 4 Stunden. 
Druck 0,01 mm. 

Tabelle III. 





Menge ; : ] Menge at 
—a der gefundenen Boge owed Frak- | der gefundenen Paes enon cv 
ione ettsii 0 e ione ‘ettsiiure . 
tionen ° " ag ° Umkristallisieren | “OP” . . ar . Umbkristallisieren 
1 0,114 31,1° C 3 0,128 33,29 C 
2 0,104 28,59 C 4 0,149 37,8° C 


* Die Temperatur schwankt zwischen 95 und 205°, 


Die im nachfolgenden aufgezeigten Destillationsdiagramme geben 
die Ergebnisse der fraktionierten Destillation (Abb. 4) im Vergleich zur 
Destillation von Fettséuren unter gewéhnlichen Bedingungen (Abb. 5) 
und bringen die Brauchbarkeit der beschriebenen Vorrichtung zum 
Ausdruck. 
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Lestillat Destillat 
Abb. 4. Diagramm einer Destillation von Abb. 5. Diagramm einer Destillation von 
gleichen Teilen Palmitinsiuremethylester gleichen Teilen Palmitinsiuremethylester 
und Stearinsdiuremethylester (Spezial- und = Stearinsiiuremethylester (gewOhn- 
apparatur). liche Apparatur). 
Zusammenfassung. 


Es wird gezeigt, daB es mit Hilfe der beschriebenen Vorrichtung 
wohl gelingt, Fettsiuregemische (der C,;- und C,,)-Gruppe) durch frak- 
tionierte Destillation voneinander zu trennen und hierauf qualitativ 
zu bestimmen, wodurch die Bestimmung der am Aufbau der Phospha- 
tide beteiligten Fettsauren wesentlich erleichtert wird. 
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Zur Kenntnis der pflanzlichen Phosphatide und Lecithine. 


IV. Mitteilung: 


Die Phosphatide der Gerste, des Weizens und des Hafers. 
Von 
W. Diemair, B. Bleyer und W. Schmidt. 


(Mitteilung aus dem Universitats-Institut fiir Pharmazie und Lebensmittel- 
chemie und der Deutschen Forschungsanstalt fiir Lebensmittelechemie 
Miinchen: ) 


(Eingegangen am 12. Oktober 1937.) 


Die Untersuchungen tiber die Phosphatide und ihren Artenreichtum 
sind noch zu wenig fortgeschritten, als daB man irgendwelche Gesetz- 
maBigkeiten iiber ihre Verbreitung aussagen kénnte. Dies gilt ins- 
besondere fiir die pflanzlichen Phosphatide, welche ebenso wie die 
tierischen in den meisten Geweben auffindbar, aber ihrer mengenmabig 
geringen Verbreitung wegen nur schwer zugiinglich sind. Auch die bis- 
herigen Untersuchungen tiber die Phosphatide der Cerealienfriichte lassen 
im wesentlichen nur eine ungenigende Feststellung tiber ihr Vorkommen 
erkennen. So berichtet unseres Wissens als erster FE. Schulze! iiber 
die Phosphatide der Gerste, des Weizens und des Hafers, begniigt sich 
aber mit der Festlegung der P: N-Verhaltnisse und mit der Ermittlung 
gewisser Basenanteile (Cholin) und Fettsaéiuren, wie dies auch £. Winter- 
stein und K. Smolensky* tun. E. Frankfurt® und E. Alpers* beschaftigten 
sich in der gleichen Richtung, wahrend in jiingster Zeit F. Nottbohm 
und EF. Mayer® weniger die Fragen des chemischen Aufbaus pflanzlicher 
Phosphatide, als vielmehr ihre mengenmabige Verteilung im Weizen 
verfolgten. Sie kommen dabei zu bemerkenswerten Ergebnissen und 
finden im Weizenkeimling bis zu 1,35°,, im Weizengrie8 bis zu 1,80 °,, 
kohlenhydratfreies Phosphatid, also Mengen, die weit iiber die bisher 
gewonnenen hinausgehen. 


Die nur sparlich vorliegenden Angaben iiber den Phosphatidgehalt 
der Cerealienfriichte veranlaBten aus analytischem und praparativem 
Interesse zur Aufarbeitung gréBerer Stoffmengen, mit dem Ziel, die 
Frage nach der Zusammensetzung der Phosphatide und ihrer Spaltungs- 
produkte, insbesondere der verschiedenen Fettsiuregruppen zu beant- 


' BE. Schulze, Landw. Versuchsst. 49, 203, 1897. —- * BE. Winterstein 
u. K. Smolensky, Zeitschr. f. physiol. Chem. 58, 522, 1908. —- * E. Frankfurt, 
Landw. Versuchsst. 47, 449, 1896. 1 E. Alpers, Chem. Ztg. 42, 37, 1918. — 
5 F. Nottbohm u. E. Mayer, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 67, 369, 1934. 













































decent 


weno es asi 





Ce hae 


ioe nS sacks 
Ts til aelabein Rin ents oe RS 


wesc. te 
29 Re Si 





354 





W. Diemair, B. Bleyer u. W. Schmidt: 


worten und daraus Riickschliisse auf den Bau dieser verschiedenen, 
aber immerhin aus ein und derselben pflanzlichen Gattung stammenden 
Phosphatide zu ziehen. 


1. Die Bestimmung der Roh- und Reinphosphatide. 


Um eine Vorstellung tiber die zweckmabige Abtrennung der Phos- 
phatide von den sie begleitenden Fetten zu gewinnen, muBte die Eignung 
verschiedener Lésungsmittel tiberpriift werden. Es ist dabei erforderlich, 
auf die Lésungsbeeinflussung zwischen Fetten, fettléslichen Stoffen 
und Phosphatiden, unter besonderer Beriicksichtigung des physikalisch- 
chemischen Zustandes der Phosphatide (Autoxydation), zu achten. 
Eine vollkommene Trennung zwischen Phosphatiden, Fetten und 
Wachsen in Cerealienfriichten ist nur schwer durchfiihrbar und vor 
allem infolge der Lésungsbeeinflussung immer mit Verlusten verbunden. 
Ein Hauptaugenmerk wurde auf die Gewinnung médglichst reiner, 
kohlenhydratfreier Phosphatide gerichtet. 


In Vorversuchen erwies sich die Brauchbarkeit der Lésungsmittel : 
Alkohol, Benzol, Gemische von Alkohol : Benzol (4:1 und 1: 4), wobei 
dann folgendes Extraktionsverfahren angewendet wurde: 


Je 1 kg grob gepulverten Mehles wurde nach der Entfettung mit Aceton 
und nach dem Trocknen bei Zimmertemperatur in der Kalte oder 
in der Warme (auf dem Wasserbad-unter RiickfluB) ausgezogen. Die 
Temperatur schwankte je nach den Lésungsmitteln zwischen 25 und 35°C. 
Menge des Lésungsmittels etwa 4 Liter auf 1 kg Material; Dauer der Extrak- 
tion 6 Stunden (in der Warme) bzw. 8 Stunden (in der Kalte). Das Einengen 
der phosphatidhaltigen Lésung im Vakuum im Stickstoffstrom, die Auf- 
nahme des Riickstandes mit peroxydfreiem Ather und die Ausfallung des 
Phosphatids erfolgten in bekannter Weise’. 

Die in der nachfolgenden Ubersicht zusammengefa8ten Ergebnisse 
lassen erkennen, da sich die Ausbeuten innerhalb der zu erwartenden 
praktischen Schwankungen in ziemlich einheitlicher Gré8enordnung 
bewegen. 


Ausbeute an Rohphosphatid bei Anwendung verschiedener 
Lésungsmittel. 











1kg Gerste 1kg Weizen 1kg Hafer — 
Phosphatidausbeute in Gramm 
Lésungsmittel etter 

Kalt- Warm- Kalt- Warm- Kalt- | Warm- 
behand- | behand- || behand-  behand- | behand- | behand- 

lung lung lung lung | lung lung 

pS re rr aoe 1,90 2,30 1,40 1,80 1,50 1,70 
PUNE ee occ tus 5s 1,40 1,80 1,10 1,30 1,30 1,60 
Alkohol/Benzol 4:1.. 1,60 1,85 | 1,60 1,60 1,40 1,80 


Alkohol)Benzol 1:4 .. 1,55 1,70 1,60 1,70 1,25 1,40 


1 Vgl. B. Bleyer u. W. Diemair, diese Zeitschr. 235, 243, 1931; 288, 


197, 1931; 275, 242, 1935. 
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Die in beschriebener Weise gewonnenen Rohphosphatide sind im 
frischen Zustand leicht léslich in Ather, Chloroform, Benzol, Tetralin, 
unléslich in Aceton. Die P : N-Relation schwankt beim Gerstenphosphatid 
zwischen |: 1,02 und 1: 1,38, beim Weizenphosphatid zwischen 1 : 1,02 
und 1: 1,30, beim Haferphosphatid zwischen 1: 1,09 und 1: 1,31 und ist 
abhangig von der Wahl des Lésungsmittels und vom Extraktions- 
verfahren. Die Priifung auf Kohlenhydrate ergab nur bei den mit einem 
Gemisch Alkohol : Benzol (1 : 4) gewonnenen Phosphatiden befriedigende 
Ergebnisse; die unter anderen Extraktionsbedingungen gewonnenen 
Phosphatide waren dagegen stark kohlenhydrathaltig. 

Diese unterschiedlichen Versuchsergebnisse veranlaBten zur Ab- 
anderung des Extraktionsverfahrens, welches nach wiederholten Ver- 
suchen folgende endgiiltige Fassung erhielt: 


Das grob gemahlene Mehl! wird | Tag bei 30 bis 35° vorgetrocknet und 
dann mit einem Gemisch Aceton: Ather (4: 1) unter standigem Umriihren 
entfettet (Dauer 2 bis 3 Tage). Dazu verwendet man etwa 7 bis 8 Liter 
Lésungsmittel fiir 5 kg Mehl. Nach dieser Zeit wird das auf einer Nutsche 
scharf abgesaugte und wiederholt mit Aceton nachgewaschene Mehl tiber 
Nacht trocknen gelassen und hierauf mit einem Gemisch von Alkohol : Benzol 
(1:4) unter standigem Umriihren 8 Stunden behandelt und wie oben 
aufgearbeitet. Hieran schlieBt sich eine ebensolche zweite Behandlung; 
die auf diese Weise anfallenden Ausziige werden vereinigt, im Vakuum im 
Stickstoffstrom eingeengt und in bekannter Weise aufgearbeitet!. Die Aus- 
fallung des Phosphatids erfolgt unter Eiskiihlung mit eisgekiihltem Aceton. 
Das anfallende Rohphosphatid, eine fettige gelbbraune Masse, wird zwecks 
Entfernung verunreinigender fettiger Bestandteile mehrmals auf dem 
Wasserbad mit Aceton bei etwa 30° durchgeknetet. Hierauf erfolgt Lésung 
des Phosphatids in wenig peroxydfreiem Ather und dann Ausfallung mit 
eisgekiihltem Aceton. Auflésung und Umfallung werden vier- bis fiinfmal 
wiederholt. Das so gewonnene Reinphosphatid wird auf einer Porzellan- 
nutsche wiederholt gut mit Aceton durchgewaschen und hierauf im 
Exsikkator tiber Phosphorpentoxyd getrocknet. Die itiber Phosphor- 
pentoxyd im dunklen Exsikkator getrockneten und aufbewahrten Phospha- 
tide der Gerste und des Weizens waren nahezu farblos und leicht verreibbar, 
veranderten ihre Farbe nach schwach hellgelb, behielten diesen Farbton 
aber selbst nach mehrmonatiger Aufbewahrung. Das Phosphatid des 
Hafers war trotz wiederholter Umfallung olivgriin gefarbt (Verunreinigung 
mit Xanthophyll und Chlorophyll) und konnte erst nach wiederholter 
Suspension in lauwarmem Wasser und darauffolgender Elution mit Ather 
in nahezu farblosem Zustand erhalten werden. 

Verarbeitet wurden jeweils 18 kg Ausgangsmaterial, welche folgende 
Ausbeuten an Reinphosphatid lieferten: 





Ausgangsmaterial Reinphosphatid Lufttrockene Substanz 


Material 
kg Menge g 5 
Gerste ......... 18 28,0 0,16 
Weizen ........ 17 20,5 0,12 
ME iis iho 19 26,6 0,14 


’ Zur Entfernung der Kohlenhydrate wurde an Stelle von kaltem 
Wasser lauwarmes verwendet. 
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2. Die Analyse der gereinigten Phosphatide und ihrer Spaltungsprodukte. 

Die in beschriebener Weise erhaltenen Reinphosphatide sind leicht 
léslich in Ather, Chloroform, Benzol, Tetralin, unléslich aber in Aceton 
und Methylacetat. 


Gerste. 
0,1932 g Substanz: 0,3226 g Molybdat, 2,2°, P ) P:N 1: 1.01 
0,0966 g 6,72 cem n/100 H,SO,, 0,989, Nf > ** ein 
0,2745 g os 0,3940 g Molybdat, 2,3°, P \ pin 
0,1372g  ,, 9,89 ccm n/100 H,SO, 1,01% N | P?N = 1:10! 
Weizen. 
0,2952 g Substanz: 0,3972 g Molybdat, 2,2°, P ts ein ee 
0,1476 g Fe 11,01 cem n/100 H,SO,, 1,032% N He ra 
0,3749 g “ 0,4984 g Molybdat, 2,18°, P P:N = 1:1.03 
0,1875 g os 13,84 cem n/100 H,SO,, 1,0384°, N Pot Es “eas 
Hafer. 
0,2338 g Substanz: 0,3638 g Molybdat, 2,18°, P | ee eee 
0,1369 g os 4,44cem n/100 H,SO,, 1,086% N Jo°* 7" 
0,3886 g ss 0,5711 g Molybdat, 2,41°, P ) te dee GaP 
0,1943 g 5 15,54 cem n/100 H,SO,, 1,122% NJfo°™ - ocr 


Die Priifung auf reduzierende Kohlenhydrate fiel bei den untersuchten 
drei Phosphatiden negativ aus. 

Mit diesen Ergebnissen wird bestatigt, dai entgegen den friiheren 
Angaben auch aus pflanzlichen Stoffen Phosphatide gewonnen werden 
kénnen, welche praktisch frei von reduzierenden Kohlenhydraten sind, 
sich aber gleichwohl nur durch einen relativ geringen P-Gehalt aus- 
zeichnen. Die von friiheren Untersuchern vertretene Auffassung, daf 
die nur schwer vermeidbare Verunreinigung pflanzlicher Phosphatide 
mit Kohlenhydraten die Ursache zu der beobachteten, nicht un- 
bedeutenden P-Depression sei, kann an Hand dieser Ergebnisse nicht 
bestatigt werden. Diese niedrigen P-Werte erfahren auch keine Ver- 
anderung durch die von B. Rewald'! vorgeschlagene Emulgierung des 
Phosphatids in Wasser und darauffolgende Elution mit Ather. 


3. Trennung des a- und £-Phosphatids. 


Nach den bis heute giiltigen Formelbildern treten zwei Formen 
von Phosphatiden (Lecithin) auf, ein «- und ein f-Phosphatid, deren 
Trennung in der vorliegenden Arbeit, in Anlehnung an die bisherigen 
Untersuchungen, versucht wurde: 


$ 


CH,-O—R CH,-—O-R 
CH—O-R OR Qc. 
CH,—O—P-—OCH,—-CH, — CH,—-O-R P—O-CH,-CH,— 
In CHs, | IN 1H3. | 
O OH CH,—N-OH O OH CH,—N-OH 
CH,/ CH, 
«-Lecithin. B-Lecithin. 


R = Fettséurerest. 


1 B. Rewald, diese Zeitschr. 289, 73, 1937. 
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Zur Kenntnis der pflanzlichen Phosphatide und Lecithine. IV. 357 


Die Trennung der beiden Isomeren voneinander wurde im nicht auf- 
gespaltenen Phosphatid nach J. Jakohama und B. Suzuki’ iiber die Cadmium- 
verbindung durchgefiihrt, welche nach P. Levene und H. Simms? weiter 
zerlegt wurde. Es zeigte sich, daB die Verteilung der beiden Isomeren bei 
den verschiedenen Phosphatiden eine stark unterschiedliche ist und dai 
die Ergebnisse der Cadmiumfallung mit denjenigen der Glycerinphosphor- 
séiurebestimmung («- und /}-Glycerinphosphorsaure *) nicht iibereinstimmten. 
Nach den gemachten Erfahrungen mu®B der Trennung iiber die «- und 
f-Glycerinphosphorsadure der Vorzug gegeben werden, um so mehr, als die 
erhaltliche #-Cadmiumverbindung keine einheitliche Substanz darstellt 
und im Gegensatz zur «-Verbindung nur schwer auskristallisiert. 


Die aus der folgenden Ubersicht zu entnehmenden Ergebnisse 
lassen eindeutig ein Uberwiegen der «-Verbindung beim Gersten- und 
Weizenphosphatid gegeniiber der f-Verbindung erkennen, eine Fest- 
stellung, die um so bemerkenswerter ist, als sie im Gegensatz zu den 
tierischen Phosphatiden steht, die mit ziemlicher Regelmabigkeit 
durch ein Ubergewicht der f-Verbindung charakterisiert sind. Um- 
gekehrt liegen die Verhaltnisse beim Haferphosphatid. 





Gersten- Weizen- Hafer- 
phosphatid phosphatid phosphatid 
0 0 0 0 ® 0 
MON FE ek 74,0 55,86 33,2 
DMMGNEM Soe ics hced ees chee ees 20,4 41,65 66,2 
Glycerin-Phosphorsaure............ 6,3 10,10 11,1 
a-Glycerinphosphorséure ber. ...... 70,1 60,40 31,3 
8-Glycerinphosphorséure gef. ...... 29,9 39,56 68,7 


Die hier angefiihrten Werte sind Mittelwerte aus je fiinf durchgefiihrten 
Bestimmungen. 


4. Trennung und Charakterisierung der festen 
und fliissigen Fettsiuren. 


Nach der Aufspaltung von etwa je 5g Phosphatid mit 50ccem 10 %iger 
Salzséure wurde die erhaltene salzsaure Lésung iiber Asbest filtriert und 
mit peroxydfreiem Ather ausgeschiittelt, bis der Ather farblos war. Die 
Atherausziige, welche die festen Anteile enthalten, werden mit Wasser bis 
zur neutralen Reaktion gewaschen, dann iiber wasserfreiem Natrium ge- 
trocknet, auf dem Wasserbad schonend eingeengt und der Riickstand bei 
80° C getrocknet. 

Zur Trennung der festen und fliissigen Fettsiuren wurde die Bleisalz- 
methode von J. Twitchell herangezogen. 


1 J. Jakohama u. B. Suzuki, Proc. Imp. Tokio 6, 341, 1930; Ref. Chem. 
Centralbi. II, 3570, 1932; I, 3475, 1931. — 2 P. Levene u. H. Simms, J. of 
biol. Chem. 48, 185, 1921. — * P. Karrer u. J. Salomon, Helvetica Chim. 
Acta 9, 3, 1926. 
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a) Die festen Fettsdéuren. 
Erhalten wurden folgende Mengen fester Fettsaéuren: 





Gersten- Weizen- Hafer- 


phosphatid phosphatid phosphatid 
Fo Fy 0/5 
Gesamtfettsiuren (fest und fliissig) . | 69,1 62,35 62,5 
Feste Fettsauren: 
a) ber. auf die Gesamtfettsaure . . 14,8 16,50 12,23 
b) ber. auf das Phosphatid...... 10,2 10,30 | 7,85 


Die hier angefiihrten Werte sind Mittelwerte aus je vier Bestimmungen. 


Die erhaltenen Fettsaéuren wurden zur Reinigung aus einem Sabel- 
kélbchen unter vermindertem Druck im N-Strom vorsichtig abdestilliert 
und hierauf aus Athyl- bzw. Methylalkohol etwa acht- bis zehnmal um- 
kristallisiert; auf diese Weise fielen die Fettsauren der verschiedenen 
Phosphatide als schéne, farblose Blattchen an, die iiber Phosphorpentoxyd 
im Vakuum getrocknet, folgende Schmelzpunkte aufwiesen!: 


Fettsiure aus Gerstenphosphatid ............ 60,1° C unkorr. 
s , Weizenphosphatid............. 61,79 C me 
” », Haferphosphatid .............. 56,5° C . 


Zur weiteren Charakterisierung der Fettséiuren diente die frak- 
tionierte Destillation ihrer Methylester mit Hilfe der an anderer Stelle 
beschriebenen Apparatur?, deren Ergebnisse in folgender Ubersicht 


zusammengefaBt sind. 
Gersten-Phosphatid. 





Einwage: 0,6342 g. Dauer der Destillation: 5 Stunden. Druck: 0,01 mm. 





Erhaltener i Erhaltener 
Fettsiure- | Schmelzpunkt Fettsiure- Schmelzpunkt 
Fraktion ester nach 2 maligem Fraktion ester nach 2 maligem 
. Umkristallisieren 2 Umbkristallisieren 
1 0,1243 30,19 C 4 0,1459 36,79 C 
2 0,1478 27,20 C Riickstand _ 0,0140 
3 0,2021 34,79 C 





Es wurden aus den Fraktionen 2 und 4 die Ester wieder in die freie Fett - 
sdiure zerlegt, diese durch Umkristallisieren gereinigt und der Schmelzpunkt 
bestimmt. 

Fraktion 2 ergab: 62,5°C unkorr., Mischschmelzpunkt mit reiner 
Palmitinsdure: 62,5° C unkorr. 

Fraktion 4 ergab: 67,0°C unkorr., Mischschmelzpunkt mit reiner 
Stearinsaure: 67,7° C unkorr. 

Elementaranalyse (Fraktion 2): 

4,996 mg Substanz: 73,705 mg CO,, 5,675 mg H,O. 

Palmitinsdure, C,H ;,0,. Ber.: C 74,92°,, H 12,59°%. 

Gef.: C 74,83°,, H 12,72%. 

Elementaranalyse (Fraktion 4): 

5,005 mg Substanz: 13,920 mg CO,, 5,670 mg H,O. 

Stearinsdure, C,gH.,,0,. Ber.: C 75,97%, H 12,76%,. 

Gef.: C 75,85°%, H 12,68 °%. 


! Saimtliche Schmelzpunkte wurden mit der Mikroschmelzpunkt- 
apparatur von L. Kofler bestimmt. — ? Diese Zeitschr. 294, 348, 1937. 
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Diese Ergebnisse bestatigen eindeutig, daB es sich bei den aus 
dem Gerstenphosphatid abgespaltenen festen Fettsiuren um ein Gemisch 
von Palmitin- und Stearinsdéure handelt. Uber die prozentuale Ver- 
teilung kann nichts Sicheres ausgesagt werden, doch erscheint es sehr 
wahrscheinlich, daB beide Fettsiuren zu gleichen Anteilen vorhanden 
sind. 


Weizen-Phosphatid. 


Einwage: 0,604 g. Dauer der Destillation: 5 Stunden. Druck: 0,01 mm. 





_Erhaltener Schmelzpunkt _Erhaltener Schmelzpunkt 
Fraktion | Fettsiiureester | nach 2 maligem Fraktion Fettsiureester nach 2 maligem 
g Umkristallisieren g Umkristallisieren 
1 0,224 29,99 C 3 | 0,097 30,39 C 
2 0,065 30,0° C 4 0,101 31,59 C 


‘ 


Es wurden aus den Fraktionen | und 4 die Ester in die freien Fettsaiuren 
zerlegt, dieselben mehrfach umkristallisiert und der Schmelzpunkt bestimmt. 


Fraktion 1 ergab: 60,7° C unkorr., Mischschmelzpunkt mit reiner 
Palmitinséure ergab eine Depression, Schmp. 58,1° C. 
Fraktion 4 ergab: 62,8°C unkorr., Mischschmelzpunkt mit  reiner 
Palmitinséure ergab keine Depression. 
Elementaranalyse (Fraktion 1): 
4,230 mg Substanz: 11,200 mg CO,, 4,440 mg H,O. 
Palmitinsdure, CygH3.0,. Ber.: C 74,92°,, H 12,59°). 
Laurinsdure, Cy.H.,0,.  Ber.: C 71,93°,, H 11,99°%. 
Gef.: C 72,22%, H 11,75%. 
Elementaranalyse (Fraktion 4): 
4,670 mg Substanz: 12,665 mg CO,, 4,965 mg H,O. 
Palmitinsdure, CygH ,O.. Ber.: C 74,92°5, H 12,59°). 
Gef.: C 73,97%, H 11,90%. 


Fraktion 4 spricht mit fiir Palmitinsdure; Fraktion 1 dagegen 
laBt die Mitbeteiligung einer anderen Fettsaiure erkennen, deren 
Elementaranalyse auf Laurinsdure hindeutet, deren niedriger Schmelz- 
punkt aber mit dem ermittelten durchaus nicht im Einklang steht. 


Hafer-Phosphatid. 


Einwage: 0,8987 g. Dauer der DestiiJation: 9 Stunden. Druck: 0,005 mm. 





Erhaltene Schmelzpunkt | Erhaltene | Schmelzpunkt 
Fraktion * Fettsiure nach 2 maligem Fraktion * Fettsiiure nach 2 maligem 
g Umkristallisieren g Umkristallisieren 
1 0,104 | 56°C 4 || 0,036 60°C 
2 0,127 44°C 5 | 0,119 62,09 C 
3 0,098 57°C Riickstand || 0,103 = zersetzt 0,302 g 


* Es wurden hier wegen der geringen Menge der angefallenen festen Fettsdéuren die reinen 
Fettsiuren destilliert. 


24* 
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Die Ergebnisse lassen erkennen, da8B es sich bei Fraktion 5 mit Sicher- 
heit um Palmitinsdure handelt, eine Feststellung, die durch die Elementar- 
analyse und den Mischschmelzpunkt (keine Depression) noch erhartet wird. 


4,690 mg Substanz: 12,81 mg CO,, 5,365 mg H,O. 

Palmitinsdure, C,,H,.O0,. Ber.: C 74,92%, H 12,59°,. 

Gef.: C 74,50°,, H 12,59°,. 

Wesentlich schwieriger gestaltete sich die Untersuchung der iibrigen 
Fraktionen. Fraktion 1 wurde vernachlassigt. Fraktion 3 und 4 sprechen 
fiir Palmitinsdure; Fraktion 2 lieB die Anwesenheit von Laurinsdure ver- 
muten, doch ergab der Mischschmelzpunkt mit reiner Laurinséure (Kahl- 
baum) eine Depression. 

Klementaranalyse (Fraktion 2): 

4,680 mg Substanz: 12,505 mg CO,, 5,195 mg H,O. 

Laurinsdure, Cy H»4Oo. Ber.: C 71,93°,, H 11,99°,. 

Myristinsdure, C,,H,.O.. Ber.: C 73,62°,, H 12,36°,. 

Gef.: C 72,88°, H 12,19%. 


Die Elementaranalyse spricht zugunsten der Myristinsdure 
(C,,H,g0,), deren Schmelzpunkt aber zu hoch gefunden wurde (44°). 


Die gefundenen Werte fiir den C- und H-Gehalt sowie die Schmelz- 
punkte bestatigen, da die aus diesem Cerealienphosphatid gewinnbaren 
festen Fettsiuren durch die Palmitinsdéure und Stearinsdure mit Sicher- 
heit vertreten werden, die aber noch mit den niediigen Fettséuren 
Laurinsdure und Myristinsdure vergesellschaftet sein kénnen. 


b) Die fliissigen Fettsduren. 


Die nach der Twichell-Trennung erhaltlichen fliissigen Fettsauren 








fielen in folgender Menge an: - 
; Gersten- Weizen- Hafer- 
phosphatid phosphatid phosphatid 

Pe aha if “i mad & il Ol 4 Fy : ‘ Olo 
Gesamtfettsiuren (fest und flissig). | 69,10 | ~—«62,35 62,50 
Flissige Fettsaiuren: 

a) ber. auf die Gesamtfettsaure .. 84,60 73,40 86,10 

b) ber. auf das Phosphatid...... 58,40 45,80 55,60 


Aus diesen experimentellen Ergebnissen geht eindeutig ein mengen- 
maBiges Uberwiegen der fliissigen Fettsiuren gegeniiber den festen 
hervor. 

Zur naheren Beschreibung der fliissigen Fettsiuren diente gleichfalls 
eine Destillation ihrer Methylester. Nach Zerlegung der einzelnen Ester- 


fraktionen in die freien Sauren wurde in jeder anfallenden Fraktion die 
Bromzahl nach J. Rossmann bestimmt. 
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Gersten-Phosphatid. 


Kinwage: 2,742 g. Dauer der Destillation: 7 Stunden. Druck: 0,01 mm. 





Erhaltener Brom- 


Fraktion Fettsiureester Siedepunkt Kinwage aufnahme Jodzahl 
g oC } ming mg 

1 0,897 195 12,6 13,7 172,0 

2 0,943 200 24,0 27,6 182,2 

3 0,891. 207 17,6 13,4 121,2 


Aus den errechneten mittleren Jodzahlen geht hervor, dal} hier héhere 
ungesattigte Fettsauren (Linolséiure) vorliegen, die mit Olsiéiure vergesell- 
schaftet sind. Aus diesem Grunde wurde eine Trennung der Olsiure von 
der Linolséure mit Hilfe der Bromierungsmethode nach E. Fibner und 
H. Muggenthaler! durchgefiihrt. 





Bromderivat Freie 
der ? rs Prozent- ~ ae Prozent- 
Einwage Linolsiure Linolséure gehalt an Olsiiure- Freie : gehalt an 
gef. ber. Linolsiiure | Promid gef. | Olsiure ber. Olsiiure 
£ £ | u 4 
0,5764 0,6752 0,3151 54,8 0,2528 0,1616 28,0 
0,7311 0,8584 0,4005 54,8 0,3201 0,2043 27,4 


Der Schmelzpunkt der 9, 10, 12, 13-Tetrabromstearinséure war 114,9° C 
(theoretisch 114°) und weist auf die x-Verbindung der Linolsaure hin. 

Es war somit fiir die fliissigen Fettsiuren des Gerstenphosphatids 
der Beweis fiir die Anwesenheit von Olsdure und Linolsdéure erbracht, 
doch konnte iiber die Verteilung dieser Séuren keine sichere experi- 
mentelle Feststellung gemacht werden. 


Weizen-Phosphatid. 
Nach der Destillation der fliissigen Fettsiuren (unter N,-Atmosphiare) 
wurde zur naheren Beschreibung die Jodzahl des Gemisches ermittelt. 


Einwage: 44,5 mg, Bromaufnahme 30,1 mg, Jodzahl 143,2. 
Einwage: 50,8 mg, Bromaufnahme 44,5 mg, Jodzahl 139,2. 


Die fraktionierte Destillation der Methylester zeigte folgendes Ergebnis: 
Einwage: 4,89g. Dauer der Destillation: 8 Stunden. Druck: 0,01mm. 








Fraktion en mateo I Siedepunkt Einwage Bromaufnahme Jodzahl 
g oC mg mg 
1 0,927 194 12,6 15,6 141,9 
2 0,638 195 10,9 12,2 189,1 
3 0,801 199 53,6 62,8 186,1 
+ 0,791 200 | 33,0 38,6 185,7 
5 


5 0,823 205 46,6 52,4 178.5 
Riickstand 0,493 zersetzt 0,425 ¢ 





1 E. Eibner und H. Muggenthaler, Chem. Umschau 80, 293, 1923. 
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Aus den erhaltenen Werten geht die Anwesenheit von Linolsaure 
(Jodzahl 181,7) hervor; um aber sicher zu gehen, daB sich am Aufbau des 
Phosphatids nur die Linolsdure beteiligt, wurde eine Tetrabromstearinsaure- 
fallung in bekannter Weise durchgefiihrt. 





Gefundenes i . rd : 
Bromderivat der Freie Linolsiure Bromderivat der 
Einwage Linolsiure ber. | Prozentgehalt | Olsiure 
g g 4 g 
0,3601 0,7342 0,3427 95,24 
0,4388 0,9570 0,4467 98,22 - 
0,4032 0,9015 0,4188 96,29 se 


Der Schmelzpunkt des Bromderivats der Linolsiure war 115,1° C 
unkorr. (theor. 114°C), womit bewiesen ist, da®B sich vorwiegend pur 
Linolsdéure (96,6 °/) am Aufbau des Phosphatids beteiligt. 


Hafer-Phosphatid. 
Einwage: 17,6 mg, Bromaufnahme: 21,7 mg, Jodzahl: 196,7. 
Einwage: 16,2 mg, Bromaufnahme: 20,4 mg, Jodzahl: 199,9. 
Fraktionierte Destillation der Methylester: 
Einwage: 3,2341 g. Dauer der Destillation: 8 Stunden. Druck: 0,05 mm. 











Fraktion ae | Siedepunkt Einwage Bromaufnahme Todeahi 
g oC i mg 
1 0,321 | 135 8,1 8,1 158,9 
2 0,432 147 17,7 18,2 177,0 
3 0,527 171 14,0 16,6 188,3 
4 0,486 182 13,2 14,5 165,7 
5 0,209 192 11,4 10,5 147,0 
6 0,580 205 18,4 9,6 §2,8 


Aus den Jodzahlen der Fraktionen 2 bis 4 geht die Anwesenheit der 
Linolséure einwandfrei hervor (Linolséure 181,7). Zur naheren Charak- 
terisierung dient wiederum die Tetrabromstearinséiure, womit gleichzeitig 
die Abtrennung etwa vorhandener Olsaure erméglicht wird. (Fraktionen 5 
und 6 weisen auf Olsaure hin.) 








|| Bromderivat | Frele Oleaure 
der ee Prozent- a = Prozent- 
gef. Linolsiiure Olsiiure 
£ Z g - g g 
0,5048 | 1,0359 | 0,4377 86,7 0,0933  0,0595 11,8 
0.4816 | 0,9787 0,4137 85,9 0,0845 0,0539 11,2 


Der Schmelzpunkt der Tetrabromstearinsiure war 114,7°C (theor. 
114°C). Auch diese Ergebnisse bestatigen mit Sicherheit, daB neben 
ganz geringen Mengen QOlsiure vorwiegend Linolsdure als Vertreterin 
der fliissigen Fettsiuren auftritt. 
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Zur Kenntnis der pflanzlichen Phosphatide und Lecithine. LV. 


ire Zusammenfassend ergibt sich, tibereinstimmend mit friiheren 
les Beobachtungen an Phosphatiden des Weizenkeimlings, daB im Hin- 


ad blick auf das vorliegende experimentelle Zahlenmaterial die fliissigen 
“a Fettsiuren beim Gersten-, Weizen- und Haferphosphatid vorwiegend 
me durch die Linolsdéure eingenommen werden, wobei nur in einem Falle 
(Gerste) entschieden wurde, daB die Linolsaure als «-Linolsiure auftritt. 
Jedenfalls ist das Ubergewicht der Linolsdure gegeniiber der Olsaure 
sichergestellt, wenn auch iiber die mengenmaBige Verteilung keine 
sicheren Angaben vorliegen. 
C 5. Die Stickstoffbasen. 
ar Nachdem durch den Ausfall der van Slyke-Analyse mit Sicherheit 
die Abwesenheit von Colamin bewiesen war, wurde noch die Cholin- 
bestimmung bei simtlichen Phosphatiden in bekannter Weise nach 
W. Roman! mit folgendem Ergebnis durchgefiilrt : 
Gersten-Phosphatid. 
Einwage 6,1171 q. 
se Verbrauch n Thiosulfatlésung ............. 2,45ceem = 13,4°, Cholin 
Ss Einwage 3,4658 q. 
Verbrauch n Thiosulfatlésung ............. 1,33 cem = 12,8°, Cholin 
Einwage 5,5260 g. 
Verbrauch n Thiosulfatlésung ............. 2,31 cem = 13,9°, Cholin 
Weizen-Phosphatid. 
Einwage 5,1049 q. 
Verbrauch n/10 Thiosulfatlésung........... 14,20eem = 9$,68°, Cholin 
Einwage 3,0136 q. 
Verbrauch n/10 Thiosulfatldsung........... 9,24 ecm = 10,24°, Cholin 
+d Einwage 7,0426 g. 
: Verbrauch n/10 Thiosulfatlésung........... 20.29 eem = 9,61°, Cholin 
5 
Hafer-Phosphatid. 
- Yinwage 6,7850 gq. 
Verbrauch n/10 Thiosulfatlésung........... 21,72 cem = 10,7°, Cholin 
Einwage 5,1439 g. 
Verbrauch n/10 Thiosulfatlésung........... 17,53 cem = 11,4°, Cholin 
Einwage 4,0891 g. 
Verbrauch n/10 Thiosulfatlésung........... 10,3leem = 8,5°, Cholin 
. 1 W. Roman, diese Zeitschr. 219, 218, 1930. Das Phosphatid wurde in 
. bekannter Weise hydrolysiert und die erhaltene Hydrolysefliissigkeit nach 
der Neutralisation mit Ammoniak auf 50 ccm aufgefiillt. In je 2cem 
n dieser Lésung wurde der Cholingehalt ermittelt (1 cem n/10 Thiosulfat - 
losung = 1,335 mg Cholin), und zwar mit je 3 Bestimmungen. 
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Zusammenfassung. 


1. An Hand der experimentellen Ergebnisse wurde gezeigt, daB der 
im Schrifttum angegebene, durch rechnerische Ermittlung festgelegte 
Phosphatidgehalt der Gerste, des Weizens und des Hafers hinter den 
praparativ erhaltlichen Mengen zuriicksteht. Die Ausbeuten an aceton- 
unléslichen Phosphatiden betrugen: 0,16 g (Gerste), 0,12 g (Weizen), 
0,14 g (Hafer) aus je 100g. 

2. Bei simtlichen erhaltlichen Phosphatiden handelt es sich um 
ein Mono-Aminophosphatid vom Cholin-Lecithin-Typus, wie die Er- 
gebnisse der P: N-Relation (1:1), sowie die Bestimmung des Basen- 
anteils eindeutig bestatigen. 

Die gewonnenen Cerealien- Phosphatide sind kohlenh ydratfrei, weisen 
aber trotzdem einen ziemlich niedrigen P-Gehalt auf, was im Gegensatz 
zu den bisherigen Beobachtungen an pflanzlichen Phosphatiden steht. 

3. Die Untersuchungen iiber die Verteilung der «- und f-Form 
des Lecithins (Bestimmung iiber die Cadmiumverbindung [Jakohama- 
Suzuki, Levene Simms] bzw. iiber.die Glycerinphosphorsiure [Karrer- 
Salomon]) lassen erkennen, daB im Gersten- und Weizenphosphatid die 
z-Form iiberwiegt, wihrend im Haferphosphatid die B-Form das Uber- 
gewicht hilt. 

4. Am Aufbau der erhaltenen Phosphatide sind von den gesattigten 
Fettséuren nur die Palmitin- und Stearinsdure (Gerste) und die Pal- 
mitin-, Stearin-, Laurin- und Myristinsdure (Weizen, Hafer) beteiligt : 
von den fliissigen Fettsiuren nimmt die Linolsdure bei den drei Cerealien- 
phosphatiden eine Vorzugsstellung ein und wird nur in ganz geringen 
Mengen von der Olsaure begleitet. 

5. Der Basenanteil wird bei den drei Phosphatiden nur vom Cholin 
eingenommen. - 











































Zur Frage der Beziehungen zwischen Virusinfekt 
und Stoffwechselphysiologie bei pflanzlichen Virosen. 
Von 


G. A. Kausche. 


(Aus der Dienststelle fiir Vererbungslehre und Immunitatsziichtung der 
Biologischen Reichsanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 25. Oktober 1937.) 

Mit 3 Abbildungen im Text. 


Nachdem es Wartenberg und Mitarbeitern (1932— 1936) gelungen 
war, in Kartoffelbreiaufschlimmungen konstante Redoxpotentiale an 
der Platinelektrode zu messen, lag der Gedanke nahe, nach den Ur- 
sachen der gefundenen Potentialdifferenzen zwischen ,,gesunden® und 
..kranken“‘ Knollen zu suchen. Kéhler (1935 und 1936) fand, wenn auch 
mit Unterschieden, eine Haufung viruskranker Pflanzen im Bereich 
negativerer Potentiale auf der Potentialwertskala. Ich habe seit 1934 
einen Sonderfall in Verbindung mit dem immunitaren Verhalten von 
Kartoffelklonen gegen den Virusinfekt bearbeitet! und fand fiir einen 
Fall von Virustoleranz gegen das Blattrollvirus und eine bestimmte 
Variante des Y-Virus keine eindeutigen Beziehungen zwischen Potential- 
héhe und der Art bzw. der Intensitat der Viruserkrankung. Warten- 
berg (1937 und dort zitierte Literatur) hat als erster nach Untersuchungen 
iiber die Pufferung der PreBsafte abbaukranker und gesunder Kartoffel- 
knollen im AnschluB an Arbeiten iiber die Elektrotitration von Pfankuch 
(1936) auch die Pufferung der PreBsifte viruskranker und gesunder 
Tabakpflanzen untersucht. Er begegnet damit Gedanken von Béning 
und Béning-Seubert (1932) iiber die Wasserstoffionenkonzentration und 
Pufferung von Tabakblattprebsaften. 


Bei der Suche nach genotypisch fixierten Unterschieden im Reak- 
tionsvermégen auf den Virusinfekt habe ich vor etwa 114 Jahren damit 
begonnen, die Reduktions-Oxydationspotentiale sowie die Pufferung 
von mit Kartoffelviren beimpften Tabakblittern vergleichend zu 
messen. Von der Verdffentlichung dieser Untersuchungen wurde noch 
abgesehen, weil die teilweise sich widersprechenden Ergebnisse eine 
einwandfreie Deutung noch nicht zulieBen. Die Arbeit von H. Marcks- 
Franke? rechtfertigt es nun aber, die vom Herbst 1936 bis Sommer 1937 


1 Die Arbeit liegt im Manuskript vor und erscheint demnachst im Druck. 
— *® Diese Zeitschr. 298, 39, 1937. 
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366 G. A. Kausche: 
gewonnenen Erfahrungen hier kurz mitzuteilen, wobei ich mir vor- 
behalte, in einer gréBeren Arbeit, zu der Material bereits vorliegt, 
auf diese Probleme zuriickzukommen. 


II. Die Ermittlung der Pufferungskapazitit in PreBsiften aus Blittern von 
Nicotiana tab. spec. Samsun, die mit Viren aus der X- und Y-Gruppe der 
Kartoffelmosaikviren beimpft waren. 


Den Versuchen lag der Gedanke zugrunde, ob sich die Pufferung in 
Abhangigkeit von der Viruskonzentration in der beimpften Pflanze in 
dem Sinne andern wiirde, daB mit steigender Konzentration des Virus 
auch die Pufferung progressiv starker werden wiirde. Weiter sollte 






































~ 200 untersucht werden, ob sich 
mV ? Kontrole auf diese Weise der Zeitpunkt 
3 Pe wae des ,,Eingreifens‘‘ des Virus 
$ = + —-— Sehundarsymptome in den Stoffwechsel wiirde 
& 5 —---— Anfang Terharsymptome nachweisen lassen. Da nach 
S — 300 on-set wth ymprombittung | den Erfahrungen von Warten- 
S | w berg (1937) und meinen eigenen 
3 es Feststellungen sich eindeutige 
. Unterschiede in der Pufferung 
. der PreBsafte nur bei Misch- 
2 - 400 viren messen lieBen, wurde 
8 von mir fiir die Versuche das 
$ X + X-Gemisch Hyg, + Cy; 
= - 450 
K als Impfgut benutzt, nachdem 
t erkannt war (Kausche, 1937), 
- ~ $00 daB man mit der Dosierung des 
: Virus in vitro die Symptom- 
& > Sak: bildung beeinflussen konnte. 
Es kamen Tabakpflanzen ver- 
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ad zur Untersuchung. 
Abb. 1. Titrationskurven (alkalischer Teil) 2 S 
von Pre®siften aus mit dem Virusgemisch Ergebnisse (Versuche vom 


age cas en Me aan Dexombor 1986 bis 20. Fe 
+10cem H,0. bruar1937). Eindeutige Puffe- 
rungsunterschiede zwischen 

beimpften und nichtbeimpften Pflanzen. Die Differenzen sind 3 Tage 
nach der Applikation des Virusgemisches schon vorhanden, sie werden 
beim Erscheinen der Primar- und Sekundaérsymptome auch noch aus- 
gepragter. Dann andert sich jedoch das Bild nicht mehr (s. auch 
Abb. 1). Die Kurven iiberschneiden sich teilweise. Im ganzen sind 
die Pufferungsunterschiede gegen die Kontrollen und untereinander 
gering. Das Virusgemisch ruft auf Samsuntabak keine schweren for- 
mativen Schaden oder Wachstumshemmungen hervor. 








me rs 


— oe 








or- 
zt 


> 


on 
ler 





Beziehungen zwischen Virusinfekt und Stoffwechselphysiologie usw. 367 


Abb. 2 zeigt einen Versuch mit Pflanzen, die mit einem X + Y-Ge- 
misch beimpft waren. Im Gegensatz zu dem ersteren wirkte dieses 
auBerordentlich stark depressiv auf den Tabaktest. Es konnte friher 
als Sediment nach langstiindigem Zentrifugieren aus einem Kartoffel- 
virusgemisch isoliert werden. - Ergebnis wie oben. Die Pufferungs- 
unterschiede sind hier jedoch viel stirker. Die Differenzen werden mit 
zunehmender Erkrankung gegen die Kontrolle und untereinander 
gréBer, bis von einem bestimmten Erkrankungszustand ab auch hier 
kaum noch Unterschiede in der Pufferung gegen ,,niedrigere Konzentra- 
tionsstufen‘' zu finden sind (Versuche vom 30. Dezember 1936 bis 
15. Februar 1937). 
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Abb. 2. Titrationskurven (alkalischer Tei!) von PreBsiften aus mit einem X + Y-Gemisch be- 
impften Blittern von Nicotiana tabac. spec. Samsun. 10 ccm PreBsaft + 10ccm H, O. 


III. Die Messung der Redoxpotentiale in PreGsiften aus Blittern von Nico- 
tiana tab. spec. Samsun, die mit Viren aus der X- und Y-Gruppe der Kartoffel- 
mosaikviren beimpft waren. 


Diesen Untersuchungen lag einmal der Gedanke zugrunde, ob bei 
Jewebebreiaufschlammungen von chlorophyllhaltigen Blattgeweben 
konstante Redoxpotentiale zu messen waren und wie sie sich unter dem 
EinfluB verschiedenartiger Virusinfekte gestalten wiirden. Es sollte 
weiter der Frage nachgegangen werden, ob und welche Potential- 
differenzen bei Pflanzen verschiedenen, und zwar genetisch bedingten 
Reaktionsvermégens, bei gleichem Virusinfekt auftreten wiirden. 
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Die erste dieser Fragen konnte insofern positiv entschieden werden, 
als sich in den BlattpreBsaften auch mit der Versuchsanordnung, wie 
sie von Wartenberg (1935) fiir Knollenbreiaufschlimmungen angewendet 
wurde, konstante Redoxpotentiale messen lieBen. Unter gewissen 
Voraussetzungen tritt in der itiberstehenden Fliissigkeit meist geniigend 
starke Melaninbildung ein. Der diffundierende Molekularsauerstoff 
diirfte hinreichend aufgefangen und unwirksam festgelegt werden, so 
daB die zur Redoxpotentialmessung notwendigen anaeroben Verhiltnisse 
im PreBsaft gegeben sind. Zur Potentialvermittlung wurden den Preb- 












Emstelungskurven bei mit y-Virus 
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Abb. 3. Potentialkurven aus BlattpreBsiiften von nicht beimpften und mit dem Y-Virus 
beimpften Tabakpflanzen. 














siftén Spuren von gelésten Iso-Vitamin C (Glucosaccharosonsaure von 
Ohle) zugemischt. Phosphatpuffer wurde iiberschichtet, auBerdem das 
PreBsaft-Wassergemisch mit etwas Toluol versetzt. Die Messungen 
erfolgten nach der Methode Wartenberg und Hey (1935) in besonderen 
Standglisern von etwa 15 ccm Inhalt und an Spezialplatinelektroden. 
Nullspannungsinstrument ein Réhrenvoltmeter, Kompensationsgerat 
ein Azidimeter nach T'rénel. 

Das Ergebnis der Messungen geht aus einigen Einstellungskurven 
der Abb. 3 hervor. In Tabelle I sind Daten aus den Messungen am 
Réhrenvoltmeter zusammengestellt. 


Mit einem X -++ Y-Gemisch beimpfte Pflanzen zeitigten ungefahr 
dieselben Ergebnisse, so daB von einer ausfiihrlichen Darstellung im 
Rahmen dieser kurzen Mitteilung abgesehen werden kann. Im all- 
gemeinen liegen die Potentiale der viruskranken Pflanzen im negativeren 
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Tabelle I. 








Zeitpunkt Pflanzen mit Y-Virus beimpft 
der Messungen - ; he > ms 3 pis yy 5 ie res 6 ee - 
9b 00" — 196 234 225 236 244 241 203 
13 00 — 194 242 | — 223 - 235 239 241 203 
17 00 194 - 244 223 234 245 242 206 
20 00 —-193 — 243 — 223 234 244 - 244 — 205 
Zeitpunkt Pflanzen nicht beimpft 
Ger Messungea | 44 2a 3a 4a ba 6a 7a 8a 
9b 00’ — 186 190 _— 194 - 179 170 192 —193 - 201 
13 00 — 182 — 18? - 190 -176 | — 165 | — 187 184 — 197 
17 00 -180 —189 —194 | —178 -168 | — 190 186 — 199 
20 00 —178 — 187 | — 194 | — 180 , — 169 189 191 - 198 


Gebiet der Potentialwertskala als die nicht beimpften. Es gibt aber auch 
unklare Fille, in denen die Verhaltnisse umgekehrt liegen oder die 
Kurven sich iiberschneiden. Diese Tatsache hatte mich bisher davon 
abgehalten, die Ergebnisse zu ver6ffentlichen (vgl. auch in Abb. 3 die 
Kurven 3, 4, 5, sowie die Spalten 1, 3a und 8a in Tabelle I). 

Die Frage, ob PreBsaft von Tabakblattern als Redoxsystem durch 
direkte oder indirekte Auswirkungen des Virusinfekts beeinfluBt wird, 
wurde mit fraktionierten Filtrationsversuchen iiber Tierkohle untersucht. 
Tabelle II zeigt, daB die Potentiale von iiber Tierkohle filtrierten 
Pre®siften positiver liegen als die nicht filtrierten. 


Tabelle II. 





Pilanzen mit Y-Virus beimpft Pflanzen nicht beimpft 





Zeitpunkt : . 
der Uber Tierkohle filtriert Uber Tierkohle filtriert 
Messungen |Fontrolle) 1x | 2X | 8X | 4x ||Kontrolle. 1x | 2x | 8x | 4> 
gh 30’ — 232 |-— 225, — 200 — 196|- 175; —170 |— 163) — 158) — 152} — 143 
10 30 — 236 -— 224 — 205 —197 —176, —179 — 165, - 159 —- 150} — 141 
12 00 — 235 |— 224 — 203 —195 —177, —175 |— 164/— 157|-— 154) — 140 
13 00 — 237 |— 223) -— 205'—194|-—176| -—177 |- 164) — 159) — 156) — 141 
14 00 — 234 —-— 220) -— 201 —192|—179}| —177 —167|— 159) — 155) — 139 
16 00 — 233 |— 220 — 202 —193'—180|)| —176 — 165)— 163 — 155) — 140 
17 00 | — 234 — 220 — 201’ —192'—180) —177 |— 165|— 162 — 156; — 140 


Wenn man will, kann man aus der Zusammenstellung auch heraus- 
lesen, da8 mit zunehmendem Filtrations(Adsorptions-)effekt die 
Potentiale positiver werden. Der Gedanke, daB durch Adsorption des 
Virus an Tierkohle das Redoxsystem ,,entlastet‘‘ wird, ist zwar sehr 
verlockend, er muB wahrscheinlich aber zugunsten einer anderen Auf- 
fassung aufgegeben werden, namlich da8 sich der Adsorptionseffekt auch 
in ebenso starkem ,MaBe auf viele andere hochmolekulare K6rper 
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(Fermente) erstreckt, daB also mit anderen Worten die am Redox- 
system wirkenden Verbindungen ebenfalls aus den PreBsaften entfernt 
worden sind. Da die Daten der Redoxmessungen noch nicht fehler- 
kritisch gesichert sind, kommt ihnen zunachst nur orientierende Be- 
deutung zu. 

IV. Bemerkungen. 

Abgesehen davon, daB Marcks-Franke die entscheidende Arbeit 
von Wartenberg (1937) iiber die Pufferung der PreBsaifte von virus- 
kranken und gesunden Tabakpflanzen nicht beriicksichtigt hat, kommt 
der Autor auch mit dem Tabakmosaikvirus zu demselben Resultat, wie 
wir mit PreBsaiften aus Virusgemischen aus der X- und Y-Gruppe der 
Kartoffelmosaikviren. Er deutet seine Ergebnisse jedoch anders. 

Mein Versuch 1 (Abb. 1) l4Bt eine Zunahme der Pufferung 
in Verbindung mit der Steigerung der Allgemeinerkrankung erkennen. 
Auch Versuch 2 (Abb. 2) zeigt bis zu einem gewissen Grade eine an- 
steigende Pufferung. Die von mir gestellte Frage, ob sich eine Kon- 
zentrationssteigerung des Virus in der Pflanze physiologisch messend 
wiirde verfolgen lassen, ist damit aber noch nicht beantwortet. Es 
fehlte mir damals noch der Vergleich mit einigermaBen exakten Kon- 
zentrationsbestimmungen. Es scheint nun so zu sein, daB eine im Ver- 
haltnis zur Endkonzentration relativ geringe Anfangskonzentration 
geniigt, um den Stoffwechsel ,,umzustimmen‘. In Abhangigkeit vom 
individuellen Reaktionsvermégen der Pflanze auf den Virusinfekt und 
der Vermehrungsgeschwindigkeit des Virus miissen sich diese kinetischen 
Vorginge also zeitlich relativ schnell abspielen. Nach meinen Befunden 
scheint keine rechnerisch definierbare Beziehung zwischen Virus- 
konzentration und Pufferungsinderung in dem Sinne zu bestehen, daB 
die letztere ausschlieBlich eine Funktion der ersteren wire. Wenn es 
gelinge, solche Beziehungen zu finden, dann hatten sie jedenfalls nur 
fiir bestimmte Konzentrationsbereiche des Virus Giiltigkeit. 

DaB Marcks-Franke der Wasserstoffionenkonzentration in den 
Einzelteilen der Pflanze keine Bedeutung fiir die Kinetik der Virus- 
reaktion zuerkennt, diirfte zunichst daran liegen, daB die Pufferung 
nur im sauren Gebiet der py-Wertskala gemessen wurde. Wartenberg 
(1937) konnte an KnollenpreBsaften zeigen, daB ,,die Pufferungsunter 
schiede im Bereich der alkalischen Reaktion viel gr6Ber als im Kurven- 
teil der sauren Reaktionswerte‘ sind. Ich konnte an eigenen Versuchen 
diese Befunde bestatigen. Da® zu den Wirkungsbedingungen der Viren 
ein bestimmter optimaler py-Bereich gehért, ist von verschiedenen 
Autoren schon nachgewiesen worden. Untersuchungen auf diesem 
Gebiet haben beim Maul- und Klauenseuchevirus zu der iiberraschenden 
Feststellung gefiihrt, da® fiir dieses Virus zwei py-Bereiche ais optimal 
angenommen werden miissen, von denen das eine im sauren, das andere 
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im alkalischen Gebiet liegt (Pyl, 1937). Nach noch unverdéffentlichten 
Versuchen tiber Aktivierungs- und Inaktivierungsprozesse bei Kartoffel- 
viren in Abhangigkeit vom Medium stellte ich eine iiberraschend weite 
Verschiebung der Aktivitaitsgrenze in stark saure Gebiete fest, wenn 
man als Puffer Ampholyte nimmt. 

Als Kriterium fiir die mégliche Beschwerung des Redoxsystems 
durch einen Virusinfekt halten wir an den Unterschieden des kon- 
stanten Endpotentials fest. Die GréBe der ,,Potentialverlagerung™, 
also die Schnelligkeit und Art der Einstellung auf das Endpotential 
hangt nach unseren Erfahrungen an Kartoffelbreiaufschlammungen 
von vielen, zum Teil noch nicht erfaBbaren Faktoren ab, so daB wir den 
von Marcks-Franke angegebenen Kurventeil nicht als charakteristisch 
fiir eine Belastung des Redoxsystems durch Virusinfekte anzusehen 
vermégen. Da auBerdem der Autor (S. 56) in seiner Zahlenzusammen- 
stellung nur einwandfreie Unterschiede in den Endpotentialen bei allen 
den von ihm untersuchten Objekten anzufiihren vermag, so ist gar nicht 
einzusehen, warum nicht die eindeutigen Unterschiede der doch zum Teil 
iiber 600 Minuten konstant gehaltenen Endpotentiale als entscheidend 
angenommen werden. Die mittleren Kurvenabschnitte, die fehler- 
kritisch nicht gesichert sein diirften, sind viel unsicherer zu beurteilen 
als konstante Endpotentiale. 
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Uber das Verhalten yon Natriumglykocholat zu verschiedenen 
Fettsiuren und Seifen. 
I. Mitteilung: 
Uber die auflisende Wirkung von Natriumglykocholat auf verschiedene 
Fettsiuren. 
Von 
K. Holwerda. 
(Eingegangen am 31, Juli 1937.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


1. Einleitung. 


Untersuchungen von Verzér und Kuthy! iiber das Verhalten von 
Fettsiuren gegeniiber Nat iumglykocholat hatten Systeme zum Gegen- 
stand, die bei Hinzufiigung von Palmitinséure, Stearinsiure und ins- 
besondere von (lsdure zu einer ‘Natriumglykocholatlésung entstehen. 

Die vorliegende Untersuchung bezieht sich auf die Systeme von 
Natriumglykocholat mit verschiedenen niedrigeren Gliedern der ge- 
sattigten Fettsiuren, und zwar der Caprylsiure und ihrer héheren 
Homologen. Da die allgemeinen Eigenschaften der hierbei entstehenden 
Assoziationsprodukte in vieler Hinsicht mit denjenigen der von Verzar 
und Kuthy untersuchten Systeme iibereinstimmen, seien hier einige der 
wichtigsten Folgerungen Verzérs und Kuthys vorausgeschickt. 


Von diesen Untersuchern wurde die in physiologischer Beziehung 
bedeutsame Tatsache festgestellt, daB die Suspensionen (bzw. Emul- 
sionen) der obengenannten Fettsiuren auch schon bei saurer Reaktion, 
und zwar bei einem py-Wert von etwa 6,0 bis 6,3 (bei Verwendung 
von Phosphatpuffern), durch Natriumglykocholat zur Lésung gebracht 
werden. Diese py-Grenze wechselt bei den obengenannten Fettsauren 
etwas und ist auch etwas von der Temperatur und der Herstellungs- 
weise der untersuchten Systeme abhangig. Die Autoren fassen die 
gebildeten Assoziationsprodukte als intermolekulare, aus einer ver- 
schiedenen Anzahl von Fettsaéiure- und Glykocholsiuremolekiilen be- 
stehende koordinierte Systeme auf, die bei niedriger Konzentration 
groBenteils als echte Lésungen vorliegen, jedoch bei héherer Kon- 
zentration das Entstehen von Komplexen von semikolloiden und 
kolloiden Dimensionen bewirken. Im allgemeinen entstehen poly- 
disperse Systeme mit negativ geladenen Teilchen. Bei zunehmender 


1 F, Verzar u. A. Kiithy, diese Zeitschr. 205, 369, 1929; 210, 265, 1929; 
210, 281, 1929. 
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Menge von Natriumglykocholat wird tiberschiissige Fettsaure von den 
yebildeten intermolekularen Additionsprodukten emulgiert. 


Im AnschluB an die Untersuchungen Verzdérs und Kuthys haben 
wir nun untersucht, inwieweit die Kettenlange der Fettsauren auf die 
Zusammensetzung und das Verhalten der Systeme, die bei Zusatz von 
Natriumglykocholat zu den Fettsiuren oder deren Na-Salzen (Seifen) 
entstehen, Einflu8 hat. Hierdurch wird versucht, einen besseren Ein- 
blick in das allgemeine Verhalten soleher Systeme zu bekommen. 
Bemerkt werde, da8 das Verhalten der Fettsduren gegeniiber Natrium- 
glykocholat in physiologischer Hinsicht nicht allein im Hinblick auf 
den Transport der Fettséuren oder Seifen durch die Darmwand, sondern 
auch fiir die Stabilitat des kolloiden Systems der Galle von Bedeutung 
ist. Daneben spielen die Eigenschaften der gebildeten Additions- 
produkte auch im Zusammenhang mit der aktivierenden Funktion der 
gallensauren Salze bei der Verseifung von Glyceriden durch Pankreas- 
lipase eine Rolle, woriiber wir in einer gesonderten Abhandlung Naheres 
mitteilen werden. 


1. Uber die Methode zur Feststellung der Menge Fettsiure, die durch eine 
bestimmte Menge Natriumglykocholat gelist wird. 


Die zu untersuchende Fettsaéure! wurde in geringem UberschuB einige 
Stunden in geschlossenen Flaschchen von 50 cem Inhalt mit 30 cem einer 
Pufferlésung von primiérem Na-Phosphat und sekundiéirem Na-Phosphat, 
der eine bestimmte Menge Natriumglykocholat hinzugefiigt war, intensiv 
geschiittelt. Nach Abscheidung der wasserigen Phase wurde durch Titration 
eines entsprechenden Teiles derselben (15 cem) ermittelt, wieviel Fettsiéure 
gelést war. Da der pu-Wert des entstandenen Systems wegen der nicht 
immer vollig ausreichenden Pufferkapazitaét in vielen Fallen von dem px- 
Wert des urspriinglichen Puffersystems abwich, und iiberdies bei derselben 
Beobachtungsreihe geringe Schwankungen auftraten, wurde der pu-Wert 
des entstandenen Systems nach dem Schiitteln stets bestimmt und zugleich 
untersucht, wieviel Fettséure sich bei demselben End-pxu bei Abwesenheit 
von Natriumglykocholat aufléste. Die Differenz dieser beiden Beobachtungen 
wird im folgenden als die vom vorhandenen Natriumglykocholat aufgeléste 
Fettsiuremenge bezeichnet. Da kolorimetrische pxu-Bestimmungen von 
Lésungen, die Natriumglykocholat enthalten, im allgemeinen unrichtige 
Werte ergeben, wurde der pu-Wert immer potentiometrisch bestimmt 
(Genauigkeit 0,02 bis 0,03). Die Titration geschah mit Thymolphthalein 
als Indikator (Genauigkeit der Titration 0,1 eem n/10 Lauge = 0,01 Milli- 
mol Fettsaure). 


1 Die chemisch reinen Praéparate fiir diese Untersuchung wurden von 
Herrn Prof. Dr. P. E. Verkade, Direktor des Laboratoriums der Handels- 
hochschule in Rotterdam, zur Verfiigung gestellt. Herrn Prof. Verkade 
danke ich auch an dieser Stelle bestens fiir seine Mitwirkung bei diesen 
Untersuchungen. 

Biochemische Zeitschrift Band 294. 95 
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2. Versuche mit Fettsiuren in fliissigem Zustand. 


Zur vorliufigen Orientierung wurden einige Versuche mit Capryl- 
siure und Undecylsiure bei 37°C angestellt, bei welcher Temperatur 
diese beiden Fettsiuren sich in geschmolzenem Zustande befinden. 
Bei diesen Versuchen konnte aus den unten angegebenen Griinden 
keine groBe Genauigkeit erreicht werden, so daB bei den weiteren 
Versuchen ein anderes Verfahren eingeschlagen wurde. 


Es zeigte sich nimlich, daB bei diesen Systemen nach dem Ein- 
treten des Gleichgewichts bei langerem Stehenlassen im Thermostaten 
schon bei Zusatz recht geringer Mengen von Natriumglykocholat sich 
zwei wisserige Schichten bildeten. Die anfanglich erst wenig voluminése 
opalisierende Oberschicht nahm bei weiterer Zugabe von Natrium- 
glykocholat noch erheblich an Volumen zu auf Kosten der klaren 
Unterschicht, bis schlieBlich eine vollstindige Emulgierung eintrat und 
das etwas opalisierende System sich in absehbarer Zeit nicht mehr 
entmischte. 


~ 


Da die obere Schicht vielleicht einen etwas anderen Natrium- 
glykocholatgehalt als die titrierte Unterschicht hat, wire es fiir genaue 
Bestimmungen erforderlich gewesen, diesen Gehalt quantitativ zu 
bestimmen. Da die benétigte Apparatur nicht zur Verfiigung stand, 
wurde jedoch hierauf verzichtet und vorausgesetzt, daB die Natrium- 
glykocholatkonzentration fiir beide Schichten dieselbe sei. Bei Be- 
urteilung der Ergebnisse dieser Versuche muB mithin beachtet werden, 
daB die angegebene Menge Natriumglykocholat insbesondere bei zu- 
nehmendem Volumen der Oberschicht etwas weniger genau ist. (Diese 
Fille sind in den Tabellen mit einem * bezeichnet.) AuBerdem ist zu 
beriicksichtigen, daB auch schon bei einer sehr geringen Menge Natrium- 
glykocholat, ungeachtet der anfanglich anscheinend védllig klaren 
Unterschicht, eine beginnende Peptisierung der im Uberschu8 zu- 
gesetzten Fettsiure eingetreten sein kann. In diesem Falle wiirde 
man mithin kein richtiges Bild von der Fettsiuremenge erhalten, die 
tatsichlich vom Natriumglykocholat in Form eines Additionsproduktes 
aufgelést ist. 


SchlieBlich bewirkt ein sehr geringer py-Unterschied in einigen 
dieser Fille bei den Versuchen ohne Natriumglykocholat ziemlich 
groBe Unterschiede, wodurch die Genauigkeit der Ergebnisse ebenfalls 
mehr oder weniger ungiinstig beeintrichtigt wird. In den Tabellen | 
und II sind die Resultate zweier Versuchsreihen wiedergegeben. 


Wir werden auf die Ergebnisse dieser Versuche bei der Besprechung 
der entsprechenden Versuche mit Fettsaéuren in festem Zustande zuriick- 
kommen. Da ein peptisierender EinfluB bei Versuchen mit festen 
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Fettséuren wahrscheinlich weniger leicht in Erscheinung tritt, diirften 
in diesem Falle die Versuchsergebnisse ein zuverlissigeres Bild von der 
Zusammensetzung der gebildeten Assoziationsprodukte geben. 


Tabelle I. Menge geléster Caprylsiure auf 30cem Pufferlésung 
bei 37°C (Pufferlésung NaH,PO, + Na,HPO, beide 0,133 Mol 
im Liter). 





Geléste Caprylsiure ohne) pyurch Natrium- 


Natrium- Daye Geliste Natriumglykocholat lykocholat geléste 
glykocholat Px (37° C) Caprylsiure bei demselben py pic Capsylhere 
Millimol Millimol Millimol Millimol 

0 6,08 2,00 2,00 

0,05 - 2,12 1,95 0,17 

0,10* 6,06 2,18 1,90 0,28 

0,15 6,03 — alles aufgelést 


(zum Teil emulgiert) 


Tabelle II. Menge geléster Undecylsaure auf 30cem Pufferlésung 
bei 37°C (Pufferlésung NaH,PO,+ Na,HPO,, beide 0,133 Mol 
im Liter). 





Geléste Undecylsiiure Durch Natrium- 

Natrium- eae Geléste ohne Natriumglykocholat glykocholat geléste 
glykocholat pu (37° C) Undecylsiure bei demselben py * Undecyisiure 
Millimol } Millimol Millimol Millimol 

0 6,05 0,30 0,30 . 

0,10 6,03 0,37 0,28 0,09 

0,15* 6,02 0.40 0,27 0,13 

0,30 - alles aufgelést 


(zum Teil emulgiert) 


8. Versuche iiber die lisende Wirkung von Natriumglykocholat auf feste 
Fettsiuren. 


Diese Versuche wurden bei Zimmertemperatur (18 bis 20°C) aus- 
gefiihrt; angewandt wurden Caprinséure, Undecylsdiure, Laurinsiure, 
Myristinséure und Palmitinsaure. 


Um die Fettsauren in einer fein verteilten Form zu erhalten und dadurch 
die Einstellung des Gleichgewichts zu beschleunigen, wurden sie (etwa 
300 mg) vorher in der Pufferlésung in gut geschlossenen Flischchen zum 
Schmelzen gebracht und danach unter Abkiihlung an der Luft intensiv 
geschiittelt. Nachdem die Gerinnung der Fettsaéure eingetreten war, wurde 
Natriumglykocholat hinzugefiigt, das Volumen auf 30ccm erginzt und 
aufs neue etwa 1'/, Stunden bei Zimmertemperatur geschiittelt. Langeres 
Schiitteln (eine weitere Stunde) war ohne EinfluB auf das Ergebnis. Auch 
wurde in einigen Fallen das Gleichgewicht von der anderen Seite aus herbei- 
gefiihrt, indem das Natriumglykocholat bei héherer Temperatur hinzu- 
gefiigt wurde, wobei anfangs alle vorhandene Fettsaéure emulgiert und danach 
unter Abkiihlung an der Luft bei Zimmertemperatur geschiittelt wurde. 


25* 
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Ein Teil der Fettséure kristallisierte unter diesen Umstéanden wieder aus, 
wahrend in beiden Fallen derselbe Endzustand erreicht wurde. 

In allen diesen Fallen entstanden mit dem hier benutzten Puffersystem 
(12cem 0,2 mol. NaH,PO, + 5cem 0,2 mol. Na,PO,H auf 30 cem) ganz 
klare Lésungen. Bei den héheren Fettséuren wurde ein Teil derselben 
beim Schiitteln ziemlich fein dispergiert; die Suspensionen wurden durch 
Zentrifugieren geklirt. 

- P P + ° P P y 

Tabelle III gibt eine Ubersicht der Ergebnisse dieser Versuche, 
die in Abb. 1 gtaphisch dargestellt sind. 


Tabelle II]. Menge durch Natriumglykocholat geléster Fettsaiure 
auf 30ccm bei Zimmertemperatur (18 bis 20°C). 





Natriumglykocholat Caprinsiiure Undecylsiure 












































Millimol Millimol Millimol 
0,20 0,25 (py = 6,24) 0,06 (pq = 6,11) 
0,50 0,67 (pa = 6,14) 0,24 (pq = 6,09) 
1,00 1,36 (px = 0,04) 0,46 (py = 6,07) 
1,50 ee 0,84 (py = 5,95) 
Natriumglykocholat Laurinskure Mpyristinsiure Palmitinsiiure 
Millimol Millimol Millimol Millimol 
0,20 _ _ 0,03 (pg = 6,20) - 
0,50 0,20 (pu = 6,17) 0,06 (pq = 6,20) snes 
1,00 0,42 (pu = 6,12) 0,14 (pq = 6,18) 0,11 (py = 6,18) 
1,50 0,20 (py = 6,18) — 
2,00 Bute 0,18 (py = 6,15) 
mMo!' J“ 
: 
< ‘ 
"| 4 
] MOy 
G50 s aM 
& be 
G 
§ Be ; 
0 020 650 150 200m Mol 


100 
Natriumglycocholat 
Abb. 1. Durch Natriumglykocholat geléste Menge Fettsiure bei py = 6,2 und bei 18°C 
(Cg bei 37°C). 


Die Fettsiuremenge, welche sich bei dem gemessenen End-px (im allge- 
meinen etwas schwankend) ohne Hinzufiigung von Natriumglykocholat auf- 
léste, wurde hierbei wieder abgezogen. In den meisten Fallen geniigte aber ein 
einziger Versuch ohne Natriumglykocholat mit demselben Puffersystem, 
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da die auftretenden px-Unterschiede (durch die nicht ganz ausreichende 
Pufferkapazitat) meist ohne EinfluB8 auf die ziemlich geringe Menge Fett- 
séure waren, die bei diesen Versuchen bei Fehlen von Natriumglykocholat 
aufgelést wurde. Allein bei den Systemen mit Caprinsaure traten gréBere 
pu-Unterschiede auf und die Blindbestimmung wurde bei dem gemessenen 
End-px gesondert ausgefiihrt. In der Tabelle III sind nur die Endresultate 
dieser Versuche erwahnt. 

Da die Pufferzusammensetzung bei allen erwahnten Versuchen 
nicht ganz gleich war, und auch die abweichende Menge geléster Fett- 
siure geringe py-Unterschiede verursacht, wurde noch untersucht, 
inwieweit eine Vergleichung der obigen Daten hierdurch erschwert 
wird. Es zeigte sich, daB die Menge Fettsiure, die durch eine bestimmte 
Menge Natriumglykocholat gelést werden kann, durch geringe py-Unter- 
schiede nur wenig beeinfluBt wird, wohl aber durch gréBere py-Unter- 
schiede. 





Geléste Caprinsiiure Durch 0,5 Millimol 


Geléste ohne Natriumglyko- Natriumglyko- 
Hinzugefiigte Pufferlésung Pa, Caprinsiure cholat bei demselben cholat geliste 
( ) pu Caprinsaure 
Millimol Millimol Millimol 
12 cem 0,2 mol. NaH, PO, 
+ 8cem0,2mol.Na,H PO, | 6,14 0,93 0,26 0,67 
13 cem 0,2 mol. NaH, PO, 
+7cem0,2mol.Na,H PO, | 6,02 0,83 0,18 0,65 
l4cem 0,2 mol. NaH, PO, 
+6ccm0,2mol.Na,HPO, | 5,93 0,74 0,13 | 0,61 
l5cem 0,2 mol. NaH,PO, 
-+-5eem0,2mol.Na,HPO, 5,83 0,64 0,09 0,55 


Aus den Versuchen der Tabelle III geht also hervor, daB die Menge 
Fettsiure, die durch dieselbe Menge Natriumglykocholat unter gleichen 
Bedingungen zur Lésung gebracht wird, bei den niedrigeren Gliedern 
der Reihe viel gr6Ber ist als bei den héheren Fettsiuren. Wir werden 
noch weiter verfolgen, von welchen Faktoren dieser Umstand bedingt 
wird, nachdem wir erst auf die Art der gebildeten Assoziationsprodukte 
etwas naher eingegangen sind. 


4. Vergleich zwischen den Assoziationsprodukten der Fettsiuren mit Natrium- 
glykocholat und den Verbindungen dieser Fettsiuren mit Desexycholsiure 
in festem Zustande. 


Es besteht Veranlassung, die Assoziationsprodukte von Natrium- 
glykocholat mit den Fettsiuren (bzw. deren Na-Salzen) mit den von 
Wieland und Sorge' aus alkoholischer Lésung in kristallisiertem Zu- 
stande isolierten Verbindungen der Fettséuren mit Desoxycholsdure 
zu vergleichen. 


' H. Wieland u. H. Sorge, Zeitschr. f. physiol. Chem. 97, 1, 1916. 
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Eine derartige Verbindung war schon viel friiher aus der Galle bereitet 4, 
doch lingere Zeit als ein einfacher Stoff betrachtet worden, bis von Wieland 
und Sorge nachgewiesen wurde, daB dieser mit dem Namen Choleinsiure 
bezeichnete Stoff aus Desoxycholsiure, Palmitinsiure und Stearinséure 
aufgebaut war, welche beiden Fettsauren sich nur schwer aus dieser Mole- 
kiilverbindung abspalten lieBen. Von Wieland und Sorge wurden noch 
zahireiche ahnliche Additionsverbindungen anderer Stoffe mit Desoxychol- 
siiure dargestellt, welche in der Literatur oft mit dem Sammelnamen 
»Choleinséiuren** bezeichnet werden. Es zeigte sich ferner, daB auch die 
anderen Gallenséuren diese Fahigkeit zur Bildung kristallisierter Additions- 
verbindungen mit anderen Stoffen in gewissem Grade besitzen?. Additions- 
verbindungen mit den Fettsiuren sind zwar nur bei sehr wenig Gallenséiuren 
und nicht bei Glykocholsaure isoliert worden*®. Es werde aber darauf hin- 
gewiesen, da die Méglichkeit oder Unméglichkeit, eine Molekiilverbindung 
in kristallisiertem Zustand zu bekommen, iiberhaupt keine SchluBfolge 
rungen in bezug auf die Stabilitaét einer solechen Molekiilverbindung in 
geléstem Zustand zulaBt!. 


Die quantitative Zusammensetzung der Verbindungen der Fett- 
siuren mit Desoxycholsiure wurde von Rheinboldt® eingehend unter- 
sucht. Nach ihm entfallt auf 1 Molekiil Fettsiure die folgende Anzahl 
von Desoxycholsiuremolekiilen : 


Caprylsiure, Caprinsiure Undecylsaure 
4 6 6 
Laurinsiure Myristinsiure Palmitinsaure 
6 6 8 
Bei den noch héheren Fettsiuren wurde ebenfalls ein Additions- 
produkt erhalten, das 8 Molekiile Desoxycholsiure auf 1 Molekiil Fett- 
siure enthielt. 
Es ist merkwiirdig, da bei der ganzen Reihe dieser Additions- 
verbindungen dieselben Verhaltniszahlen gefunden wurden, wie bei der 
wuppierung negativer Ionen (oder Verbindungen) um ein zentrales 
positives Ion bei gewohnlichen Komplexverbindungen (Koordinations- 
zahlen). Es scheint also wohl wahrscheinlich, daB die Molekiile Des- 
oxycholsaure bei diesen kristallisierten Additionsverbindungen um das 
Fettsiuremolekiil als zentrales Molekiil gruppiert sind. Da Ameisen- 
siure, im Gegensatz zu den héheren Fettsiuren, mit Desoxycholsaure 
kein Additionsprodukt bildet, wurde von Wieland und Sorge ange- 





1 P. Latschinoff, Ber. 18, 3039, 1885. — ? St. Minovici u. M. Van- 
ghelovici, Bull. Soc. de Chimie de Roumainie 1930; Bull. de Acad. Rou- 
maine 1931. — * Uber die Bedingungen, die jedenfalls erfiillt werden 
miissen, damit eine etwaige Molekiilverbindung in einem bestimmten 
Lésungsmittel als stabile Phase auftreten kénnte, siehe O. Dimroth u. 
C. Bamberger, Ann. der Chem. 488, 67, 1924. —- 4 Siehe ferner G. Briegleb, 
Zwischenmolekulare Krafte und Molekiilstruktur, 8.74 u.f. Sammlung chemi- 
scher und chemisch-technischer Vortrige, Neue Folge, H. 37, 1937. — 
5 H. Rheinboldt, Ann. der Chem. 451, 256, 1927. 
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nommen, daB die Desoxycholsiuremolekiile bei diesen Verbindungen 
an die CH,-Gruppen der Fettsiuren gebunden sein diirften. Jedoch 
treten bei diesen Additionsverbindungen im festen Zustande wohl 
zugleich Kohasionskrafte zwischen simtlichen polaren Gruppen der 
zusammensetzenden Molekiile auf, woraus die ziemlich groBe Stabilitat 
dieser Verbindungen in festem Zustande erklart werden muB!. 

Bei solchen Systemen in wasseriger Lésung muB aber wahrscheinlich 
nur an van der Waalssche Krafte zwischen den apolaren Gruppen 
(Londonsche Kriifte*) gedacht werden, da die Tendenz zur Hydratisierung 
der Anlagerung der polaren Gruppen entgegenwirkt. Es werden sich 
in wasseriger Lésung somit auch nur zum Teil dissoziierte Additions- 
produkte von mehr losem Zusammenhang bilden, wobei von vornherein 
eine vollstandige Koordination der Natriumdesoxycholat- bzw. Natrium- 
glykocholatmolekiile ringsum das Fettsiuremolekiil? im allgemeinen 
weniger plausibel scheint. 

Man darf wohl annehmen, da die Na-Salze der verschiedenen 
Gallenséuren sich hierbei — unter vorausgesetzt entsprechenden Be- 
dingungen (vgl. aber 8S. 388) — ziemlich gleich verhalten wiirden. In der 
Literatur werden solche Systeme manchmal mit dem Namen ,,Choleinate“ 
(bzw. Glykocholeinate usw.) bezeichnet, was den Eindruck erweckt, daB 
man es hier ebenso wie bei den Choleinséuren mit gut definierten Mole- 
kiilverbindungen zu tun habe*. Es liegen darum Griinde vor, diese 
Sache etwas genauer zu betrachten. 

Als Kriterium fiir eine Molekiilverbindung in geléstem Zustande 
wird von Briegleb® die Tatsache betrachtet, daB die Komponenten sich 
in bestimmten stéchiometrischen Verhaltnissen miteinander  ver- 
einigen und daB sich hierbei ein Gleichgewicht nach dem Gesetz der 
Massenwirkung einstellt. Dies ist allein der Fall, wenn eine bestimmte 
Lage minimaler potentieller Energie von allen anderen Konstellationen 
energetisch besonders bevorzugt ist, wie z. B. in bestimmten Fiillen bei 
polaren Molekiilen in einem dipolfreien Milieu®. Bei dipollosen Mole- 


1 Siehe iiber die GréBe der molekularen Kohasionskrafte Kurt H. Meyer 
u. H. Mark. Der Aufbau der hochpolymeren organischen Naturstoffe 1930, 
S. 27. — * Siehe iiber die Natur der verschiedenen Affinitéten bei Molekiil- 
verbindungen. G. Briegleb, Zeitschr. f. physikal. Chem. (B) 28, 109, 1933. 
- § Bequemlichkeitshalber wird hier von Natriumglykocholat,,molekiilen* 
und Fettsiuremolekiilen als Komponenten der Assoziationsprodukte ge- 
sprochen. Wir werden spiter auf die Frage zuriickkommen, ob die an- 
wesenden Anionen und die undissoziierten Sauremolekiile sich bei diesem 
Vorgang gleich verhalten. — 4 Manchmal werden auch Systeme mit dem 
Namen ,,Choleinate“* bezeichnet, wobei die gallensauren Salze wahrschein- 
lich nur eine stabilisierende Wirkung ausiiben. Eine bessere Unterscheidung 
aller dieser Falle ist wiinschenswert. — ° G. Briegleb, Zwischenmolekulare 
Krafte usw. l.c. S. 18. — ® Derselbe, ebenda S. 144. 
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kiilen mit schwacheren Kohasionskréften untereinander in einem 
entsprechenden Milieu muf dagegen im allgemeinen mehr an eine 
statistische Schwarmbildung gedacht werden, wobei die Molekiile sich 
nacheinander zu richten suchen und wobei sich die Konstellationen der 
umgebenden Molekiile innerhalb der Wirkungssphare eines bestimmten 
Molekiils fortwahrend verandern!. Da die wechselseitige Bindung 
zwischen zwei geloésten Molekiilen in wasseriger Lésung im allgemeinen 
in erster Linie mittels der apolaren Gruppen der Molekiile zustande- 
kommt, werden in wasseriger Losung entstandene Assoziationsprodukte 
meistens nicht den Charakter von Additionsverbindungen besitzen. 

Allerdings wird jedoch bei solehen Systemen von kettenférmigen 
Molekiilen und Molekiilen mit Ringsystemen eine ziemlich feste Bindung 
mit einer gewissen Bevorzugung bestimmter Konstellationen der 
Molekiile zueinander auftreten kénnen. Aus elektro-optischen Messungen 
in dipollosem Milieu hat sich ergeben, daB dipollose Molekiile sich 
parallel mit den Achsen gr6Bter Polarisierbarkeit zu stellen. versuchen, 
was um so mehr geschieht, je gréBer die Polarisierbarkeit der Molekiile 
ist und je mehr die Polarisierbarkeit der Molekiile raumlich verschieden 
ist (Anisotropie der Polarisierbarkeit). 


Kettenformige Molekiile, bei denen die Polarisierbarkeit direkt mit 
der Anzahl C-Atome zusammenhangt, besitzen naturgemaB eine recht 
groBe Anisotropie der Polarisierbarkeit. Auch bei den Natriumglyko- 
cholatmolekiilen ist dies in Zusammenhang mit deren réumlichem Bau 
der Fall. Man kann erwarten, daB die Kohlenstoffketten der Fettsauren 
versuchen werden, sich in bestimmter Richtung parallel zu der Ebene 
der Ringsysteme der Natriumglykocholatmolekiile zu stellen, wahrend 
daneben vielleicht eine Parallellagerung der Fettsiuremolekiile an 
die Seitenketten dieser Molekiile zu erwarten ist?. Es werden in einem 
solchen Falle immer mehrere Konstellationen auftreten ; die unstabileren 
Konstellationen spielen aber infolge ihrer kiirzeren Lebensdauer eine 
sehr untergeordnete Rolle im Vergleich zu den Konstellationen mit der 
geringsten potentiellen Energie. Es scheint also von vornherein an- 
nehmlich, daB bestimmte Konstellationen bei diesen gelésten Systemen 
bevorzugt sein kénnen. Wohldefinierte Additionsverbindungen werden 
hierbei aber im allgemeinen wahrscheinlich nicht entstehen. 


In bezug auf die quantitative Zusammensetzung der bei den vorher- 
gehenden Versuchen entstandenen Assoziationsprodukte kann aus den 
erhaltenen Daten allein geschlossen werden, wie viele Molekiile Natrium- 


! G@. Briegleb, Zeitschr. f. phys. Chem. (B) 14, 113, 1931. — * Der direkte 
EinfluB der Seitenkette wiirde starker in den Vordergrund treten, wenn 
diese nicht durch die polaren CO.NH-Gruppen unterbrochen wire 
(vgl. S. 388). 
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glykocholat héchstens im Durchschnitt auf 1 Molekiil Fettsiure treffen. 
Die Zahlen sind in folgender Ubersicht gegeben: 


ei Caprinsaure Undecylsaure Laurinsaure 
Anzahl Molekiile I ‘ 


Natriumglykocholat 
auf 1 Molekiil | 


Caprylsaure 
(bei 37° C) 
< etwa 0,35 <etwa0,75 <etwa2.2 < etwa 2,5 


Myristinsture Palmitinsaure 


Fettsaure a 
< etwa 7 < etwa 10 


(Wegen der relativ gréBeren Versuchsfehler sind die Zahlen bei den 
héheren Fettséiuren weniger genau; auch stimmten Doppelbestimmungen 
hier nicht so gut iiberein wie bei den niedrigeren Fettsauren. ) 


Diese Befunde deuten allerdings darauf hin, daB die quanti- 
tative Zusammensetzung der Assoziationsprodukte in bestimmten 
Fallen sehr stark von der Zusammensetzung der entsprechenden 
Choleinsduren in festem Zustande abweicht. Insbesondere kommt dies 
bei der Caprylsiure und Caprinsdéure zum Ausdruck, deren Assoziations- 
produkte auf 1 Molekil Natriumglykocholat mehr als 1 Molekiil Fett- 
siure enthalten. Weiterhin muB somit die Méglichkeit beriicksichtigt 
werden, daB nicht allein die Fettsiuremolekiile eine bestimmte Tendenz 
besitzen, sich mit mehreren Molekiilen Natriumglykocholat zu ver- 
einigen, sondern daB auch die Natriumglykocholatmolekiile das Be- 
streben haben, mehrere Fettsiuremolekiile festzulegen, was auf Grund 
obiger Betrachtungen auch sehr plausibel ist. Sind die Bedingungen 
zur Anlagerung von zwei oder mehr Molekiilen fiir beide Kompo- 
nenten gleichzeitig giinstig, dann kénnen intermolekulare Assoziations- 
produkte von gr6éBeren Dimensionen (Molekiilkomplexe) entstehen. 
Sind dagegen die Verhaltnisse derart, daB nur eine der Kompo- 
nenten durchweg zwei oder mehr Molekiile der anderen Art bindet, 
dann werden vornehmlich Assoziationsprodukte einfacherer Zu- 
sammensetzung entstehen, und zwar Assoziationsprodukte vom 
Typus SG,! (als Typus mit den obengenannten Choleinsauren in festem 
Zustande tibereinstimmend) oder vom Typus GS,,. 


5. Weitere Betrachtungen im Zusammenhang mit den Versuchsergebnissen. 


Bei einem px von etwa 6,2 ist die Fettsiure hauptsachlich als 
Na-Salz (Anion) vorhanden, wie aus dem Verlauf der Neutralisations- 
kurve von Caprylsiure hervorgeht?; da die Dissoziationskonstante 
1 § = 1 Molekiil Fettsiure,G@ = 1 Molekiil Natriumglykocholat (Anion). 
Sinfachheitshalber wird die Assoziationstendenz der Glykocholationen 
untereinander bei diesen Systemen auBer Betracht gelassen. Bemerkt werde, 
daB die gegenseitige Assoziationstendenz bei Molekiilen (bzw. Ionen) mit 
Ringsystemen im Vergleich mit entsprechenden offen kettenférmigen 
Molekiilen ziemlich gering ist (vgl. H. M. Norris, J. Chem. Soc. 121, 2161, 
1922). — * K. Holwerda, P. E. Verkade u. A. H. A. de Willigen, Rec. Trav. 
Chim. 56, 394, 1937. 
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der Fettséuren bei zunehmender Kettenlinge, soweit diesbeziigliche 
Messungen wegen der geringen Léslichkeit der héheren Fettsauren 
mdéglich sind, sich nur wenig verandert, darf wohl angenommen werden, 
daB die Neutralisationskurve der héheren Fettséuren nur wenig von 
der Neutralisationskurve von Caprylsiure abweicht!. Bei py = 6,2 
wurden nach den obengenannten Daten etwa 95°, der gelésten Fett- 
siure als Anion und etwa 5° in Form undissoziierter Fettsiure vor- 
handensein. Die Konzentration der letzteren kann annaihernd der Léslich- 
keit der Fettséiure in Wasser gleichgestellt werden, die bei zunehmender 
Kettenlainge sehr stark abnimmt, wie folgende Tabelle zeigt?: 


Léslichkeit bei 15°C 


RR TIINEIEE 6 ns 4 2:64.60 18i5 8h aaa NS 0,121 g in 100ccem 
le SE IO rr PSS ee ee 0,088 g ,, 100 ,, 
RMN 6a lns ip k wign eek Flaee ts Cu. ££: ,.° tov ;, 
MIG NOEO og ca vs eo tse chats 0,005 g¢ ,, 100 ,, 
PR DGG URL <i" Dr 0,0006¢ ., 100 =,4, 


Die Glykocholsiure gehért 2u den recht starken organischen 
Sauren®. Es mu8 daher angenommen werden, daB das hinzugefiigte 
Natriumglykocholat bei py = 6,2 nahezu vollstandig als Glykocholat- 
ion (zum Teil in assoziiertem Zustand) vorliegt, und daB die andere 
Komponente des Systems als Fettsiureanion neben noch undissoziierter 
Fettsiure vorhanden ist. Bequemlichkeitshalber werden die beiden 
Komponenten auch fernerhin als ,,Natriumglykocholat“ und_,,Fett- 
siure‘‘ bezeichnet. 


Die Zusammensetzung eines bestimmten Systems von Natrium- 
glykocholat und Fettséiure (bzw. Na-Salz) wird nun von der Wahr- 
scheinlichkeit einer Begegnung der Komponenten und der Stabilitat 
(Lehensdauer) der Assoziationsprodukte abhingig sein. Bei einem 
relativen Uberschu8 aufgeléster Fettsiure in bezug auf Natrium- 
glykocholat werden Assoziationsprodukte von der Zusammensetzung 
GS, ...@S 3, GS, (neben GS) mehr in den Vordergrund treten, wihrend 
bei einem Uberma8 von Natriumglykocholat die Aussicht auf Bildung 
von Assoziationsprodukten von der Zusammensetzung SG... SG, 
SG, (neben GS) gréBer wird. 


Der erste Fall ergibt sich bei den untersuchten Systemen von 
Natriumglykocholat mit Caprylsiure. Die Konzentration der Fett- 
siure ist hier gegeniiber derjenigen des Natriumglykocholats relativ 


1 Siehe auch G. S. Hartley, Aqueous solutions of paraffin-chain salts 
1936, 8.17; Actualités scientifiques et industrielles 387. The colloidal state, 
sous la direction de F. G. Donnan. — 2 §. H. Bertram, Diss. Delft 1928, 
8.17. — % Siehe S. Bondi, Zeitschr. f. physiol. Chem. 58, 8, 1907. 
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sehr groB (s. Tabelle 1). Hier kann also erwartet werden, daB ein System 
entsteht, das durch folgende Formel dargestellt wird: 

1S, qe... Sz GS, se GS, = GSE + S = Fettsiure 

in festem Zustande. 

Bei der naheren Betrachtung dieser Gleichgewichte gehen wir zur 
Vereinfachung von dem Standpunkt aus, daB das Gesetz der Massen- 
wirkung bei diesen einfachen Systemen annaherungsweise giiltig ist, 
eine Annahme, die von vornherein jedenfalls fiir bestimmte Konstella- 
tionen einigermafen akzeptabel erscheint. Wenn ausschlieBlich eine 
bestimmte Konstellation von GS, welche hier mit [GS], bezeichnet sei, 
entstehen wiirde (die in diesem Falle den Charakter einer Molekiil- 
verbindung besife), so wiirde gelten: 

k,C,.Cg =keCrasy, 
(k,, k, usw. sind Konstanten, Cs = Konzentration der Fettsaure, 
C« = Konzentration des Natriumglykocholats) oder 
Clas), ‘ k, 
‘a Cs ky 

Wenn daneben noch eine zweite, ziemlich stabile Konstellation 

von GS, bezeichnet mit [@S],, auftreten wiirde, bekimen wir: 


by. Co. Cy = Ey Creg.; 8, Ce - Cy = by Cigg 


K (Assoziationskonstante). 


Wir erhalten also: 


Cras), 4s Ces), ky 
Cg .Cg k,’ Cg.Cs ky 
also 
Crags, + Cres k. k 
- Sat ne — + =P (konstant) 
Cqg.Cs k, ke, 
oder 
as ak 
€ G at Ss 


k stellt also in diesem Falle eine Konstante vor, die ein MaB fiir die 
mittlere Stabilitat der entstandenen Konstellationen der Zusammen- 
setzung GS ist. (Diese Betrachtung gilt auch fiir den Fall, daB die 
undissoziierten Sauren und die Anionen eine verschiedene Assoziations- 
tendenz haben, vgl. S. 388.) 

Zur weiteren Vereinfachung bei der Behandlung des genannten 
Falles nehmen wir z. B. an, daB 3 Molekiile Fettsiure an 1 Molekiil 
Natriumglykocholat angelagert werden kénnen und daB die Assoziations- 
tendenz fiir diese Konstellationen gleich ist. (Fiir die Ableitung der 
folgenden Beziehungen ist diese Annahme an sich von keiner Be- 
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deutung.) Wenn nun C, = Anfangskonzentration des Natriumglyko- 
cholats (Gesamtmenge), Cg = Konzentration des Natriumglykocholats 
beim Gleichgewichtszustand, C, = Konzentration der Fettsaure (- Anion) 
beim Gleichgewichtszustand, so erhalten wir: 


Cos Ces » Cas m 
Ss ECz, a - [2 oF G83 | k3 oe: Cy + Cy Py ee F es Cy 
( G Cg Cg 2 i 
Cg(l+kCy + CZ +6 CG) = Cy, 
C, C : C 
7 14+kC,+PC3+8hC3 ° K 


(K = konstant = 1+ kC, + C3} + C$), 


: kCs |. 
Cas ° K “Cp, 
Y (kCs) Y 
Cas, =: K “Cp, 
kCe)3 
Cis By Co. 
OZ K 


Daraus geht hervor, daB die Aussicht auf Anlagerung eines zweiten 
Molekiils Fettséure an 1 Molekiil Natriumglykocholat mit dem Wert 
von kC,g zusammenhingt. 


Ferner zeigt sich, daB die Mengen GS, GS, und GS,, die beim 
Gleichgewichtszustand vorhanden sind, C, proportional sind. Auch die 
Menge Fettsaure, die durch das Natriumglykocholat in Lésung gebracht 
wird, wird in diesem Falle also proportional der hinzugefiigten Menge 
Natriumglykocholat (Cj) zunehmen. 


Im allgemeinen besteht jedoch zugleich die Méglichkeit, dab 
gleichzeitig mehr als 1 Molekiil Natriumglykocholat an 1 Molekiil Fett- 
siure angelagert wird. Dies ist nun abhangig von dem Wert von k’ Cg, 
wobei k’ die Assoziationskonstante bei Anlagerung eines zweiten 
Molekiils Natriumglykocholat an ein Fettséuremolekiil darstellt!. Wenn 
z. B. ein zweites Molekiil Natriumglykocholat an GS angelegt wird, 
bekommen wir: 


Cg S.G Cg S.G 


= oder = k' Cg, 


Y “ies y 
( GS: Ca Gs 


1 Die Assoziationskonstante bei Anlagerung eines zweiten Molekiils 
Natriumglykocholat an ein Fettsaéuremolekiil ist insbesondere bei ziemlich 
kurzer Kettenlange wegen einer eintretenden sterischen Abschirmung wahr- 
scheinlich geringer als bei Anlagerung des ersten Moiekiils Natriumglyko- 
cholat (k’ = k). 
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ebenso 


Cas,.¢ GS8».G 


C kK’ oder C k’ Cg usw. 
GS. GS, 

Abhangig von den Konzentrationen der entstandenen Assoziations- 
produkte kann nun aber eine weitere Kondensierung eintreten. Neben 
G, GS, GS,, GS, werden nun allenfalls gebildet: GS .@ (oder aber SG), 
GS, .G, GS, .G@ usw. und weiter zahlreiche Kombinationen der oben- 
genannten Produkte, die sich zum Teil zu gréBeren Komplexen 
vereinigen. Da immer ein Gleichgewicht zwischen den anfangs 
ziemlich ausschlieBlich gebildeten Assoziationsprodukten GS,, GS, 
und GS, dem Natriumglykocholat und der Fettsaiure im _ freien 
Zustande bestehen bleibt, bewirkt eine solche Komplexbildung eine 
Gleichgewichtsverschiebung, wodurch sich bei zunehmender Kon- 
zentration von Natriumglykocholat mehr Fettsiure auflést als im 
vorhergehenden (theoretischen) Falle. Die Menge Fettsaure, die 
durch Natriumglykocholat zur Lésung gebracht wird, wird also bei 
der Bildung héherer Komplexe progressiv mit der hinzugefiigten 
Menge Natriumglykocholat zunehmen'. Umgekehrt darf aus einer 
gleichmaBigen Zunahme gefolgert werden, daB die Bedingungen fiir 
die Komplexbildung nicht giinstig sind. Nun sehen wir, daB die 
geléste Menge Caprinsiure bei dem System Natriumglykocholat mit 
Caprinsaure proportional der hinzugefiigten Menge Natriumglyko- 
cholat zunimmt; dies ist aber nicht der Fall bei dem System 
Natriumglykocholat/Caprylsaure. Da die Tendenz zur Komplex- 
bildung infolge des geringeren Wertes von k’ bei dem System Natrium- 
glykocholat/Caprylsiure gewiB geringer ist als bei dem System mit 
Caprinséure?, mu8 die Umbiegung der Linie bei Caprylsiure (Abb. 1) 
wohl ausschlieBlich dem auftretenden emulgierenden FinfluB der ge- 
bildeten Assoziationsprodukte*® (s. 8.375) zugeschrieben werden. 

Bei den“Systemen mit Caprylsiure und mit Caprinsdure ist die 
Tendenz zur Komplexbildung mithin sehr gering. Die Menge geliéster 
Caprinséure weist darauf hin, daB in diesen Fallen ziemlich einfache 
Systeme entstehen, wahrscheinlich hauptsichtlich aus GS, und GS 
(neben G und S) bestehend. 


1 Man vergleiche auch F. Verzdr u. A. Kithy, diese Zeitschr. 210, 
268, 1929. — 2 Hierbei zu vergleichen ist die verschiedene Assoziations- 
tendenz der Na-Salze der Fettsaiuren (Seifenbildung), die bei Natrium- 
caprylat anfingt (siehe weiteres im 2. Teil dieser Abhandlung). 3 Die 
Emulgierung der Fettsaure wird in diesem Falle also wahrscheinlich von 
den einfachen Assoziationsprodukten GS, GS, und GS, verursacht. Im 
Gegensatz hierzu wird Tricaprylin nicht leicht von diesen einfachen 
Assoziationsprodukten, dagegen wohl von mehr zusammengesetzten Asso- 
ziationsprodukten emulgiert. 
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Bei dem System Natriumglykocholat /Undecylsaure tritt wohl eine 
etwas schnellere Zunahme der gelésten Menge Undecylséure mit zu- 
nehmenden Mengen Natriumglykocholat auf; die Verhaltnisse zur Kom- 
plexbildung sind in diesem Falle offenbar giinstiger (gréBerer Wert 
von k'). Bei den héheren Fettsiuren werden die Verhiltnisse fiir die 
Komplexbildung offenbar wieder ungiinstiger, was damit erklart 
werden kann, daB zwar Assoziationsprodukte von der Zusammen- 
setzung SG, (eventuell SG, usw.) mehr in den Vordergrund treten, 
jedoch infolge des stark abnehmenden Wertes von C'g die Bedingungen 
fiir das Entstehen von GS, (@S, usw.) hier sehr ungiinstig geworden 
sind. In diesen Fallen tritt also ein Gleichgewicht ein, daB durch folgende 
Formel dargestellt wird: 


SG, 2... 2 SG, 2 8G, 2 SG 2G + 8S = feste Fettsiure. 


Bei der Betrachtung dieser Gleichgewichte! ist allerdings zu_be- 
achten, daB bei zunehmender Assoziationstendenz auch bei sehr geringem 
Wert von (Cg (oder bei geringer Léslichkeit) immer eine Tendenz zur 
Komplexbildung vorhanden sein’ wird, sobald eine gewisse Menge 
Fettsiure durch Natriumglykocholat zur Lésung gebracht ist. In 
diesem Falle tritt nimlich sehr leicht eine Kondensierung der genannten 
Gleichgewichtsprodukte untereinander auf; z. B. SG, + SG, 2 SG, . SG, 
usw., da die gebundenen Natriumglykocholatmolekiile leicht ver- 
schiedene Fettsiuremolekiile [in freiem oder in gebundenem (doch 
nicht véllig ,,gesittigtem‘‘) Zustande] anlegen kénnen. Jedoch ist zu 
erwarten, daB Assoziationsprodukte von der Zusammensetzung SG, 
(wobei n maximal ist und die Affinitaten des Fettsiuremolekiils also 
, gesattigt‘‘ sind) bei einer zunehmenden Menge Natriumglykocholat 
bald die Oberhand bekommen. Wir erhalten in diesem Falle namlich 


Csé, CsGy 1 . Csa, : 
’ = kCg, “a = kCg +: = #Cg, 
Csc,_, i ae Csq, 
Cse Csq 
S84, _Luo a eS 
a: kCg, ite k Cg. 
SG S 


1 In Analogie mit den Systemen mit den niedrigeren Fettsiéuren 
wird angenommen, da die gebildeten Assoziationsprodukte auch in diesen 
Fallen in Gleichgewicht sind mit den vorhandenen geliésten Fettsaure- 
molekiilen (bzw. Anionen), obwohl deren Konzentration nur sehr gering ist. 

- 2 Bequemlichkeitshalber sind die Werte der Assoziationskonstanten bei 
diesen Konstellationen untereinander gleich angenommen; anfanglich 
werden die Werte bei gréBerer Kettenlange der Fettsiuren nur wenig 
voneinander abweichen; bei zunehmender Anzahl gebundener Natrium- 
glykocholatmolekiile werden die Werte aber auch bei gréBerer Kettenlange 
selbstverstandlich allmahlich geringer. 
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Sobald kCg > 1 wird, nehmen die Mengen SG, SG,, SG;, SG, usw. 
also anfinglich nahezu nach einer geometrischen Reihe zu, wobei aber 
Cgq = (kCg)Cs wegen des sehr geringen Wertes von (’g nur ziemlich 
klein sein kann. Bei zunehmendem Wert von Cg entstehen in diesem 
Falle also fast ausschlieBlich die héchsten Gliedzahlen dieser Reihe, 
die in Zusammenhang mit den untereinander bestehenden Struktur- 
verhaltnissen der Molekiile méglich sind. 

Bei diesen Assoziationsprodukten mu® in bestimmten Fallen 
moglicherweise an Strukturen gedacht werden, bei welchen die simt- 
lichen zusammensetzenden Molekiile zusammen eine minimale potentielle 
Energie zueinander besitzen. Die Struktur und auch die quantitative 
Zusammensetzung stimmen in diesen Fallen vielleicht mehr mit den im 
vorigen Abschnitt besprochenen Choleinsauren iiberein!. 


Die Tatsache, daB die Menge Fettsaure, die durch Natriumglyko- 
cholat gelést wird, bei zunehmender Kettenlange stark abnimmt, ist 
auf Grund der vorstehenden Betrachtungen sehr piausibel. Bei Capryl- 
siure ist der Wert von kC’s offenbar > 1, so daB tiberwiegend GS, 
(bzw. GS,) neben GS, und GS gebildet wird, wahrend relativ wenig 
Natriumglykocholat in freiem Zustande zuriickbleibt (vgl. S. 384). Hier 
macht sich stark der EinfluB des groBen Wertes von (sg, also der 
ziemlich groBen Léslichkeit der Caprylsiure in Wasser, geltend. 

Die Léslichkeit der Fettsiure in Wasser nimmt bei zunehmender 
Kettenlange der Fettsaure stark ab. Freilich steht dem gegeniiber, dab 
der Wert von k zunimmt; eine ebenso stark fortschreitende Zunahme 
von & liegt aber nicht nahe. Bei gréBerer Kettenlange nimmt also kC, 
im allgemeinenab. Es bleibt nun mehr Natriumglykocholat in freiem Zu- 
stande, wihrend GS, und GS, in den Hintergrund treten (vgl. S. 384). 
Es wird bei zunehmender Kettenlinge also viel weniger Fettséure von 
Natriumglykocholat gelést. Auch bei den héheren Fettsiuren, wenn 
also ein System SG,...SG,— SG, > SG 2S + @ entsteht, kann 
die Menge geléster Fettsiure nur gering sein, da erstens eine gewisse 
Menge Natriumglykocholat in freiem Zustande iibrigbleiben wird, und 
zweitens die entstandenen Assoziationsprodukte relativ wenig Fett- 
siure enthalten. Allein die ziemlich groBe Bindungsenergie der ,,zen- 
tralen‘‘ Fettsiuremolekiile in bezug auf die gesamten gebundenen 
Natriumglykocholatmolekiile erklirt, daB trotz der geringen Léslichkeit 
der Fettsiuren in diesen Fallen noch eine nicht unerhebliche Menge 
Fettsdiure durch Natriumglykocholat in Lésung gebracht werden kann. 

Es kommen also zwei entgegengesetzte Einfliisse zum Ausdruck, 
namlich: 

1 Es ist aber die Frage, ob die Anionen der Fettsauren sich hierbei auf 
dieselbe Weise verhalten wie die Fettsiuremolekiile und dieselbe maximale 
Anzahl Glykocholationen um sich gruppieren (vgl. S. 388). 
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388 K. Holwerda: 


1. die abnehmende Léslichkeit der Fettsiure bei zunehmender 
Kettenlange (zusammenhangend mit der gréBeren Gitterenergie), 

2. die zunehmende Stabilitét der Assoziationsprodukte in bezug 
auf die gebundenen Fettsiuremolekiile, die sowohl einer gréBeren 
Bindungsenergie in bezug auf 1 Molekiil Natriumglykocholat als auch der 
Bindung einer gr6éBeren Anzahl Molekiile desselben zuzuschreiben ist. 

Der EinfluB der geringeren Léslichkeit macht sich jedoch am 
starksten geltend. 

Dem Einflusse der gréBeren Léslichkeit der niedrigeren Fettsauren 
ist es wohl zuzuschreiben, daB diese Fettsdiuren schon bei viel niedrigeren 
pu-Werten als 6,2 durch Natriumglykocholat in Lésung gebracht 
werden; genaue Versuche wurden hieriiber indessen nicht angestellt. 
Dagegen vermégen die ‘Salze der ungepaarten Gallenséuren nach der 
Literatur nicht wie Natriumglykocholat (oder Natriumtaurocholat) die 
(héheren) Fettsiuren bei schwach saurer Reaktion zur Lésung zu bringen. 
Die ungepaarten Gallensduren sind jedoch in Wasser weniger gut léslich 
und auBerdem viel schwachere Séuren, weshalb die Konzentration bei 
saurer Reaktion nur sehr gering sein kann, und auch nur sehr wenig 
der (héheren) Fettsaéuren gelést werden kann. Einen direkt giinstigen 
EinfluB auf die Assoziationsfahigkeit mit den Fettsiuren, wie von 
Verziér und Kuthy angenommen wurde!, hat die polare NH-Gruppe 
wohi nicht. - 

SchlieBlich ist noch eine kurze Bemerkung iiber die qualitative 
Zusammensetzung der gebildeten Assoziationsprodukte zu machen. 
Verzdr und Kuthy denken sich letztere ausschlieBlich aus Molekiilen 
Glykocholsdure und Fettsaiure aufgebaut ; ihre Bestandigkeit sollte durch 
einen pu-Bereich von 6,2 bis 8,0 begrenzt sein?. Die Argumente hierfiir 
sind m. E. nicht stichhaltig. Allerdings zeigt sich aus den py-Messungen 
bei tnseren Versuchen, besonders bei den Systemen mit Caprinsaure 
und Undecylsaure (bei den anderen Systemen sind die py-Unterschiede 
zu gering, um hieriiber etwas mit Sicherheit zu sagen), daB die Fett- 
siuren eine gréBere Assoziationstendenz besitzen als die entsprechenden 
Anionen; die px-Anderungen sind geringer, als man im Zusammenhang 
mit der Pufferkapazitaét der Lésungen bei gleichem Verhalten der 
Fettsiuren und deren Anionen erwarten wiirde. Es ist speziell bei 
kiirzerer Kettenlinge der Fettsiuren zu erwarten, daB die ionogene 
3ruppe einen hemmenden EinfluB auf die Anlagerungstendenz der 
Paraffinketten der Anionen ausiibt. (Dies tritt auch bei den Eigen- 
schaften der entsprechenden Seifenlésungen stark zutage*.) Bei Natrium- 
glykocholat ist ein solcher Einflu8 in Zusammenhang mit der ab- 
weichenden Struktur jedoch entschieden viel geringer. 


' F. Verzdr u. A. Kiithy, diese Zeitschr. 210, 268, 1929. — ? Dieselben, 
ebenda 210, 281, 1929. 3 Siehe II. Teil dieser Abhandlung. 
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Die Eigenschaften der Systeme von Natriumglykocholat mit den 
Fettsiuren oder Na-Salzen derselben hangen eng mit der hier be- 
sprochenen Komplexbildung zusammen, was im zweiten Teile dieser 
Abhandlung naher erliutert werden wird. 


Zusammenfassung. 


Es wurde untersucht, wieviel Fettsiure (Caprylsiure und folgende 
Glieder der Reihe der gesiattigten Fettsiuren) bei saurer Reaktion 
(px = 6,2) von Natriumglykocholat gelést wird. Die Art der hierbei 
entstehenden Assoziationsprodukte wurde diskutiert. 

Im Gegensatz zu den koordinierten Systemen mit ziemlich groBen 
wechselseitigen Kohasionskriften, welche in festem Zustande aus 
alkoholischen Lésungen bestimmter Gallensiuren und verschiedener 
Fettsiuren entstehen kénnen (Choleinsiuren), bilden die Fettsiuren 
(bzw. deren Na-Salze) mit Natriumglykocholat in wasseriger Lésung 
im allgemeinen weniger geordnete Systeme wechselnder Zusammen- 
setzung mit mehr losem Zusammenhang, wobei aber wahrscheinlich 
bestimmte Konstellationen der beiden Komponenten mehr oder weniger 
stark bevorzugt sein kénnen. 

Im allgemeinen entstehen bei geringer Konzentration von Natrium- 
glykocholat Assoziationsprodukte einfacher Zusammensetzung, die bei 
den niedrigen Fettsiuren zu einem anderen Typus gehéren als bei den 
héheren Fettsauren. Bei héherer Konzentration von Natriumglyko- 
cholat kénnen in bestimmten Fallen mehr zusammengesetzte Assozia- 
tionsprodukte auftreten. Die Bedingungen hierfiir werden an Hand 
der entstehenden Gleichgewichte naher erértert. 

Die Menge Fettsaure (in Millimol), die bei saurer Reaktion (px = 6,2) 
von einer bestimmten Menge Natriumglykocholat (in Millimol) gelést 
wird, nimmt mit zunehmender Gliedzahl der Fettsiuren kontinuierlich 
und sehr stark ab. Hierbei kommt der EinfluB der Kettenlange der 
Fettsiure auf zweierlei Weise zum Ausdruck: 

1. Direkter EinfluB der Kettenlinge der Fettsiure auf die Zu- 
sammensetzung und Stabilitét der gebildeten Assoziationsprodukte. 
Durch die gr6éBere Stabilitat der Assoziationsprodukte wiirde die auf- 
geléste Menge Fettsaure bei gréBerer Kettenlange zunehmen. Dieser 
Einflu8 wird aber kompensiert von 

2. einem indirekten entgegengesetzten Einflu8 der Kettenlange, 
der mit der verschiedenen Léslichkeit der Fettsiuren in Wasser (bzw. 
in der Pufferlésung) und dem EinfluB dieses Faktors auf die ein- 
tretenden Gleichgewichte zusammenhangt. 
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Uber die Verinderungen einiger Stoffe des Flachsstengels 
wihrend der Warmwasser- und Taurdste. 
Von 
Max Liidtke und Heinrich Felser. 
(Aus dem Deutschen Forschungsinstitut fiir Bastfasern in Sorau.) 


(Eingegangen am 26, Oktober 1937.) 


Das durch heiBes Wasser aus dem Stengel herauslésbare Flachs- 
pektin ist nach Ehrlich und Schubert! bereits hydrolysiert und in zwei 
Bestandteile, ,,Hexopentosan‘’ und Pektinséure, zerfallen. Letztere 
spaltet sich bei vollstandiger Hydrolyse in 4 Mol Galakturonsiure, 
yalaktose, Arabinose, X ylose, 2 Mol Methylalkohol und Essigsaure auf. 
Meyer und Mark glaubten?, statt der Tetragalakturonsaure eine héher 
polymerisierte Galakturonsiure mit Kettencharakter als wesentlichen 
Baustein des Pektins ansprechen zu sollen, eine Ansicht, die von Henglein 
und Schneider*® experimentell gestiitzt wurde. Diese Autoren geben fiir 
nitrierte bzw. acetylierte Galakturonsiureester Molekulargewichte von 
40000 bis 80000 an. Eine véllige Klarheit iiber den Pektinkomplex 
besteht noch nicht. Z. B. ist fraglich, ob das ,,Hexopentosan“ durch 
Hauptvalenzen an die polymere Galakturonsaéure gebunden ist und wie 
die tibrigen Zucker angegliedert sind. Es ist durchaus méglich, daB sie 
ebenfalls polymeren Charakter haben und im Gemisch mit der Saure 
vorkommen*. Die Frage ist sowohl fiir die Erkenntnis der Vorgainge 
beim Wachstum wie beim biologischen Abbau des Flachsstengels von 
besonderer Bedeutung. Bei Annahme eines Gemisches und nicht eines 
einheitlichen Pektins aus den oben genannten Komponenten wire 
leicht verstandlich, daB Boden, Diingung und Witterung bei demselben 
Saatgut erhebliche Verschiedenheiten in der Zusammensetzung des 
,,Pektins‘‘ hervorzurufen vermégen. Auch der — wie unten gezeigt - 
verschieden verlaufende Abbau bei der Warmwasser- und Tauréste 
lieBe sich leichter verstehen als bei Annahme eines Molekiils, in dem 
polymere Galakturonsiure mit polymerisierten Zuckern zu einem 
einheitlichen Gebilde vereinigt ist. 

Nachdem vor kurzem eine Untersuchung iiber die Abnahme des 
Pektingehalts bei der Warmwasserréste mit der Methode der CO,-Ab- 


! Ehrlich u. Schubert, diese Zeitschr. 169, 13, 1926. — ? Meyer u. Mark, 
Der Aufbau der hochpolymeren organischen Naturstoffe. Leipzig 1930. - 
3 Hengleinu. Schneider, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 69, 309, 1936; G. Schnci- 
der u. N. Ziervogel, ebenda 69, 2530, 1936; G. Schneider u. U. Fritschi, 
ebenda 69, 2537, 1936. —- 4 Anm. bei der Korrektur: Soeben erreicht uns 
eine Arbeit von Schneider u. Bock, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 70, 1617, 
1937, in welcher der Beweis fiir obige Ansicht gefiihrt ist. 





ah) aes + alee 


a tet a Se 





hs- 


vel 
ere 
re, 


1er 
en, 
ein 
fiir 
on 
lex 
“ch 
vie 
sie 
ire 
ige 
‘on 
nes 
ire 
en 


ste 
em 
em 


des 
\b- 


wi- 
“hi, 
ans 


17, 





Die Veranderungen einiger Stoffe des Flachsstengels usw. 391 
£ 


spaltung nach Le/évre-Tollens gefiihrt worden war!, haben wir jetzt die 
hochmolekularen Sauren mit Hilfe neuer Methoden, die es gestatten, 
sowohl die freie Saure als auch das Salz und den Ester zu ermitteln, 
weiter aufgeteilt und auch die Tauréste in unsere Betrachtung ein- 
bezogen. Wie die nachstehenden Ausfiihrungen zeigen, kann der 
Flachsstengel sehr verschieden viel polymere Saure besitzen, und auch 
am SchluB des Réstprozesses differiert ihre Menge betrachtlich. Unter 
diesen Séuren nimmt die Pektinsaure die erste Stelle ein. Die Kenntnis 
ihrer Aufspaltung ist nicht allein fiir das Verstaéndnis der stofflichen 
Zusammensetzung des Flachsstengels und des Réstvorganges wichtig, 
sondern auch fiir die Beurteilung der auf diesem Wege entstehenden 
und im Réstwasser erscheinenden niedermolekularen Sauren. Ihre 
Menge wechselt sehr, was seinen Grund in der verschiedenartigen Aus- 
bildung der Pektine und anderer Stoffe in den einzelnen Flachsen hat?. 
Man kann beobachten, da} Réstdauer und Saurekonzentration bei der 
Warmwasserréste in gewisser Beziehung zu der vorhandenen Menge an 
hochpolymeren Sauren stehen. Da man in der Praxis bemiiht ist, die 
Réstzeit méglichst zu verkiirzen, so ergibt sich auch von dieser Seite 
her die Forderung nach einer genaueren Kenntnis des Pektinabbaus 
durch die Réstorganismen. 


1. Vorbereitung des Materials zur Bestimmung der Siurezahlen. 


Zur Bestimmung der hochmolekularen Sauren des Flachsstengels, 
unter denen die Galakturonsiurekomponente eine hervorragende Stelle 
einnimmt, und zur Aufteilung in freie Siure, neutralisierte Saure, also 
Salz, und veresterte Saure, wurde die im folgenden beschriebene 
Methodik ausgearbeitet. 


a) Die Menge der freien Saure wird nach griindlichem Waschen 
des Materials in destilliertem Wasser, wodurch leicht lésliche Saiuren 
entfernt werden und nur die hochmolekularen iibrig bleiben, bestimmt. 


b) Die Menge der als Salz festgelegten Saure wird durch Be- 
stimmung dieser Komponente einschlieBlich der freien Sauren und 
Subtraktion der letzteren erhalten. 


c) Die Menge der veresterten Siure wird nach Spaltung des Esters 
mit Kalkwasser und Bestimmung der Gesamtsaure (freie Saure -+ Salz 
+- Ester) erhalten, indem der Unterschied zwischen (a + b) und ¢ 
ermittelt wird. 

Zur Ausfiihrung der Bestimmungen schneidet man eine Anzahl der 
Stengel ohne Wurzeln (diese am Keimblatt abgetrennt) in kurze, etwa 
0,5cem lange Stiicke, mischt die Masse zur Erzielung eines gleichmaBigen 
Materials gut durch und wagt hiervon soviel ein, da8 die Trockenmenge 
etwa 1g betragt. Parallel zu dieser Bestimmung geht eine Ermittlung des 
1 H. Felser, Melliands Textilber. 18, 409, 1937. 2 Im Druck. 
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Trockengehalts. Die Proben a werden mit 500 cem destilliertem Wasser 
wenigsten 1 Stunde stehengelassen und dann auf ein fiir quantitative 
Messungen geeignetes Jenaer Glasfilter 1 G2 gebracht und abgesaugt. 
Weiter wie in Abschnitt 3. Die Proben b werden, nachdem sie etwa 1 Stunde 
in 100cem Wasser gestanden haben, ebenfalls auf ein Glasfilter 1G 2 
yespilt, abgesaugt, in den Erlenmeyer-Kolben zuriickgebracht, mit 100 cem 
0,5 °,iger Salzsaiure iibergossen, hierin eine halbe Stunde unter Umschwenken 
belassen und dann auf das gleiche Glasfilter gegeben, wo sie viermal mit 
je 300 bis 350 ccm destilliertem Wasser auf der Saugflasche gewaschen 
werden. Der gesamte ProzeS dauert 2 Stunden. Zwischen jeder Behandlung 
ist eine Pause, wihrend welcher das Filtergut mit Wasser bedeckt stehen 
bleibt. Zum SchluB wird scharf abgesaugt. Die Proben ce werden mit 
100 ccm klarem, gesittigtem Kalkwasser in einem Erlenmeyer-Kolben iiber- 
gossen und 24 Stunden verschlossen aufbewahrt. Ein langeres Stehen laBt 
keine weitere Zunahme an Saéuregruppen erkennen. Hiernach sind sie durch 
ein Filter 1 G 2 zu filtrieren und zu waschen. Dann werden sie vom Filter 
in einen Erlenmeyer-Kolben zuriickgebracht, der Rest durch Uberspiilen 
mit 0,5°,iger Salzséure. Man fiigt soviel 0,5°,ige Salzsiure zu, daB ins- 
gesamt 100 cem vorhanden sind. Hierin bleiben sie eine halbe Stunde lang. 
Die weitere Behandlung ist wie bei Probe b. Die Filtertiegel simtlicher 
Proben werden bei der Entfernung von der Saugflasche auBerlich mit 
destilliertem Wasser abgespiilt und mit einem reinen Tuche getrocknet. 
In diesem Zustande werden sie zwischen zwei groBen Kristallisierschalen 
bis zur eigentlichen Messung, die stets am selben Tage und nach Méglichkeit 
bei Tageslicht vor sich geht, aufbewahrt. 


2. Messung der Siurezahl'. 


Die einzelnen Filtertiegel mit den Proben werden auf !/1 g¢ genau 
gewogen (Wagung A), ihr Inhalt in fiir quantitative Messungen vorbereitete 
trockene Pulverflaschen mit Glasstépsel von etwa 200 ccm Inhalt gegeben 
und die leeren Tiegel zuriickgewogen (Wagung B). Die Proben in den 
Pulverflaschen werden mit genau 50 ccm etwa normaler Calciumacetat- 
lésung? aus einer Pipette iibergossen und bleiben wenigstens 30 bis 60 Minuten 
unter gelegentlichem Umschwenken stehen. Danach wird der Inhalt durch 
das eben benutzte Glasfilter in eine fiir quantitative Mikroarbeiten vor- 
bereitete trockene Saugflasche von etwa 200 ccm Inhalt abgesaugt. Man 


1 Friihere Mitteilungen zur Bestimmung der Saurezahl in Zellwand- 
material in Technologie u. Chemie der Papier- u. Zellstoff-Fabrikation 31, 
37, 1934; Papierfabrikant 82, 509, 528, 1934; diese Zeitschr. 285, 78, 1936. 
Die Methodik gibt, wie friiher schon betont, keine absoluten, sondern 
nur Vergleichswerte. -- * Zur Herstellung der Calciumacetatlésung ver- 
wandten wir ein Caleciumacetat trocken von Merck, von dem 79 g mit kohlen- 
siurefreiem Wasser zu | Liter gelést wurden. Nachdem die Lésung einige 
Stunden gestanden hatte, wobei sich eventuell vorhandene Verunreinigungen 
absetzten, war die iiberstehende Fliissigkeit fiir unsere Zwecke verwendbar. 
Sie wurde fiir spaétere Versuche im Kiihlschrank aufgehoben, da sich bei 
Zimmertemperatur leicht Mikrolebewesen darin ansiedeln. Die Lésung 
reagiert gegeniiber Phenolphthalein nahezu neutral, doch ist es notwendig, 
durch einen Blindversuch die Menge der zur Neutralisierung erforderlichen 
n/100 Lauge oder Saure festzustellen und in Rechnung zu setzen (s. Text). 
Die Acetatlésung wird allmahlich saurer. 
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entnimmt der Saugflasche mit der Pipette 20 cem, bringt sie in einen 100 cem 
fassenden Erlenmeyer-Kolben (trocken und fiir quantitative Arbeit geeignet) 
und titriert aus einer Mikrobiirette mit n/100 NaOH gegen Phenolphthalein', 
von dem 3 Tropfen zugesetzt werden, bis zur eben auftretenden Rosa- 
farbung. 

Da die reine Calciumacetatlésung ygewéhnlich einige Tropfen n/100 
Saure oder n/100 NaOH bis zur neutralen Reaktion gegen Phenolphthalein 
verbraucht, so titriert man zundchst 20 cem der Ausgangsacetatlésung in 
einen 100 ccm fassenden Erlenmeyer-Kolben gleicher Art nach Zugabe von 
3 Tropfen Phenolphthalein bis zur schwachen Rosafirbung und benutzt 
diesen Grundversuch als Kontrolle und fiir die Berechnung bei der Be- 
stimmung der Saéurezahlen. Die Calciumacetatlésung wird durch die Ein- 
wirkung der Kohlenséiure der Luft allmahlich saurer, weshalb man die 
Proben der Luft nicht langer als nétig aussetzt. 


3. Berechnung der Siurezahlen. 


Angenommen, man habe an lufttrockener Substanz 1,1088g ein- 
gewogen und der Trockengehalt der Substanz betrage 89°, so sind an 
trockener Substanz 0,9868 g anwesend. Das Glasfilter mit Inhalt wog 
29,60 g (Wagung A), der leere Filtertiegel 22,08 ¢ (Wagung B). In die 
Stépselflasche wurden also 7,52 g mit rund 0,99 g Trockensubstanz gegeben. 
An Wasser befanden sich daher in der Flasche 6,53 g¢. Zu diesem kamen 
50cem Calciumacetatlésung, so da in der Flasche insgesamt 56,53 cem 
F liissigkeit vorhanden waren. 

20 cem dieser Fliissigkeit verbrauchten 9,68 bzw. 9,72 ccm, also im 
Durchschnitt 9,70 cem n/100 NaOH. 56,53 cem Fliissigkeit wiirden dann 
27,42 cem n/100 NaOH verbrauchen. Da 50cem der reinen Calciumacetat- 
lésung bis zum Neutralpunkt 0,25 cem n/100 Salzsiure nétig hatten, ergibt 
sich ein Gesamtverbrauch von 27,67 cem n/100 NaOH fiir die Neutralisation 
der 56,53ccem Fliissigkeit. Diese Menge entspricht 0,9868 g Trocken- 
substanz; auf 1g Trockensubstanz errechnet sich ein Verbrauch von 
28,04 cem n/100 Lauge. Diese Zahl wird als Saéurezahl bezeichnet. Sie 
gibt an, wieviel Saure 1 g trockene Substanz enthalt, ausgedriickt in eem 
einer gedachten n/100 Lésung. 


4. Bestimmung des Methylalkohols. 


Die Bestimmung der durch Laugen abspaltbaren Methylgruppen 
wurde in Form von Methylalkohol nach der kolorimetrischen Methode von 
Denigés vorgenommen. Wir folgten dabei in der Hauptsache den Angaben 
von von Fellenberg?. Fiir unsere Zwecke wurden Testlésungen benutzt, die 
1 mg Methylalkohol in 1 eem enthielten. Von der zu bestimmenden Lésung 
wurden 1 bis 3cem angewandt. Die Lésungen wurden, falls die Mengen 
geringer waren, mit destilliertem Wasser zu 3cem erginzt, mit 1leccm 
Alkohol-Schwefelséure und 1 ecm Permanganatlésung versetzt. Die Per- 
manganatlésung wirkte genau 2 Minuten ein (eine 3 Minuten lange Ein- 
wirkung zeigte bereits deutliche Abweichung), dann wurde mit | ecm 
Oxalsadurelésung reduziert, wobei darauf zu achten war, dafi die an den 


1 Herstellung der Phenolphthaleinlésung: 1g Phenolphthalein in 
50 cem 96% igem Alkohol lésen und 50 cem Wasser hinzufiigen. —- ? Von 
Fellenberg, diese Zeitschr. 85, 45, 1918. 
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Wandungen sitzenden Tropfen Permanganat mit hineingespiilt wurden. Da 
gefunden wurde, daB sich die gefarbten Lésungen in offenen Reagensglasern 
und am Licht ziemlich rasch in der Farbe veranderten, lieBen wir die Um- 
setzung in braunen Flaschen von 100 cem Inhalt vor sich gehen. 

Etwa 2g gehickseltes Stengelmaterial werden mit 20 ccm Wasser in 
einem 100-ccm-Erlenmeyer-Kolben iibergossen. Der Kolben wird mit 
einem Gummistopfen und Dampfableitungsrohr, das mit absteigendem 
Kiihler verbunden ist, versehen. Man erhitzt die Fliissigkeit zum Sieden, 
vermeidet aber Uberdestillieren. Zu der heiBen Fliissigkeit werden dann 
5eem 10°, ige Natronlauge gegeben, wonach der Kolben sofort mit Stopfen 
und Destillationsrohr verschlossen wird. Nach 5 Minuten (langeres Stehen 
hatte keine Anderung des Ergebnisses zur Folge) erfolgte Zugabe von 2,5 cem 
31°, iger Schwefelsaure. Die weitere Behandlung erfolgte wie in der Arbeit 
von v. Fellenberg angegeben. 


5. Veriinderungen der hochmolekularen Siuren wihrend der 
Warmwasserriste. 


Wie sich die genannten Gruppen der freien Saure, der neutrali- 
sierten Saure, des Esters und der veresterten Methylgruppen bei der 
Warmwasserréste von 30° verhalten, wird in Tabelle I am Beispiel der 
Zuchtsorte ,,Sorauer Feinflachs‘ aus dem Jahre 1936 gezeigt. Die 
Réstreife liegt etwa bei 72 Stunden Réstdauer. Der Tabelle ist folgendes 
zu entnehmen: 

a) Die Menge der freien Saure halt sich wahrend der ganzen Zeit 
der Abréstung fast auf derselben Héhe. Der Abfall, der sich gegen Ende 
der Réste bemerkbar macht, ist nur sehr gering; auch wahrend der 
Uberréste, d.h. nach mehr als 73 Stunden Réstdauer, setzt keine 
besonders auffillige Zerspaltung des Tragers dieser Gruppen ein. 
Nehmen wir z. B. an, daB dem polymeren Korper, dem diese Saure- 
gruppen zugehéren, ein Molekulargewicht der Elementargruppe von 176 
zukommt (was einer polymeren Galakturonsiure entsprechen wiirde, 
womit aber nicht gesagt ist, daB er nur diese Substanz darstellt), so 
ergibt sich bei einem Durchschnitt von 4,5 ccm n/100 Lésung eine 
Menge von 0,88 °. Die Schwankungen, die wir beobachten kénnen, 
beruhen auf der Verschiedenheit des Materials. 

b) Die als Salz vorliegende Saéure zeigt bedeutend héhere Werte. 
Die Anfangszahl von etwa 21 ccm n/100 Saure gleich 3,7 % (als polymere 
Galakturonsaure berechnet) fallt bereits in den ersten beiden Tagen 
auf 7,5 ccm, gleich 1,32 %, um dann nicht mehr zu sinken. Auch wahrend 
des Prozesses der Uberréste nimmt dieser Betrag nicht mehr ab. Diese 
Komponente, die als Salz der Galakturonsaiure bzw. ihrer Polymeren 
angesprochen werden darf, wird also wahrend des Réstvorganges stark 
abgebaut, verschwindet aber nicht vollstandig. 


c) Die durch Kalkspaltung freigelegten Sauregruppen bleiben 
wahrend der ganzen Zeit des Réstens etwa in derselben Menge erhalten; 
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betrug diese zu Beginn rund 15 cem (in n/100 Lésung ausgedriickt), so 
sind es am SchluB noch 14 ccm. Es besteht in dieser Beziehung ein 
Unterschied gegeniiber der Tauréste (siehe unten). Bei dieser fallt die 
nach Kalkbehandlung freigelegte Saiure mit zunehmender Réstzeit 
mengenmabig ab. 


d) Anders verhalt sich die methylierte Saure. Der nach von Fellen- 
berg bestimmte Methylalkohol ist von 9,4 cem n/100 Lésung auf 3,8 cem 
am SchluB der Réste zuriickgegangen. In Prozentzahlen vom trockenen 
Stengelmaterial ausgedriickt, waren es zu Beginn 0,30°% und am 
SchluB 0,12 %. 


Tabelle I. Sorauer Feinflachs 1936. Veranderungen im Stengel 
wahrend der Warmwasserréste bei 30°. 





In 1g Substanz finden sich cem n/100 





bestimmt 
Réstdauer |——________—__ —_—_—— noeoeneenenastonsenes 
sta, | ‘tele Siure MMT Estersiture % ...| Sagemaon 
0 5,16 21,14 15,45 0,30 9,4 
6 4,29 21,95 15,25 0,30 9,4 
12 3,86 19,35 16,90 0,26 8,1 
18 4,86 16,66 15,59 0,25 7.8 
24 4,62 14,19 14,96 0,22 6,9 
30 5,04 12,27 13,82 0,22 6,9 
36 5,06 10,22 14,59 0,19 5,9 
42 5,10 10,67 12,70 0,16 5,0 
48 5,41 7,55 13,59 0,16 5,0 
54 4,83 8,33 13,04 0,16 5,0 
60 4,83 8,48 12,24 0,15 4,7 
66 5,05 7,27 13,27 0,13 4,1 
72 4,38 8,13 12,40 0,13 4,1 
84 4,19 7,79 12,22 0,18 5,6 
96 4,11 Tit 13,22 014 4,4 
108 4,32 7,94 12,85 0,12 3,8 
122 3,81 7,13 13,31 0,13 4,1 
147 3,41 7,62 13,80 0,11 3,4 
170 3,74 6,39 14,84 0,12 3,8 


6. Verinderungen innerhalb der hochmolekularen Saiuren wihrend der 
Taurdéste. 


Auch bei der Tauréste wurden die freien, neutralisierten und Ester- 
sdiuren wahrend des ganzen Verlaufs der Abréstung, die 53 Tage dauerte, 
verfolgt. Aus der Tabelle II, welche die erhaltenen Zahlen fiir einen 
Faserflachs ,,Lusatia‘‘ aus dem Jahre 1936 wiedergibt, laBt sich folgendes 
entnehmen: 

a) Die freien Sauren zeigen keine erhebliche Veranderung. Anfangs- 


und Endpunkt liegen dicht beieinander. Die Menge dieser Sauren ist 
etwa die gleiche wie im Beispiel der Wasserréste (Tabelle I). 
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b) Im Gegensatz zum Wasserréstflachs zeigt die neutralisierte 
Saure beim Tauréstflachs kaum einen Abfall. Der geringen Verainderung 
in den ersten Tagen folgt nahezu ein Stillstand. Die Werte sind auf den 
Rostflachs basiert. Auf das Ausgangsmaterial, also auf den Strohflachs 
bezogen, wiirden sie etwas tiefer liegen, da im Verlauf der Réste all- 
mahlich etwa 20° der Substanz verloren gingen. Hinsichtlich der 
neutralisierten Sauren besteht ein Unterschied zwischen Wasser- und 
Tauréste. Es miissen bei der Tauréste andere Stoffe angegriffen werden. 
damit Lockerung der Rindenzellen erfolgt. 

ce) Auch bei den Estersiuren ist nur zu Anfang eine leichte Ver- 
minderung der Saéurezahl zu bemerken; danach findet kaum noch eine 
Veranderung dieser Komponente statt. 

d) Der nach von Fellenberg bestimmte Methylalkohol fallt im Ver- 
lauf der Abréstung etwa auf die Halfte seines Wertes ab. Seine Menge 


Tabelle II. Faserflachs ,,Lusatia 1936°°. Veranderungen im Stengel 
wahrend der Taurdéste. 





Methylalkohol nach v. Fellenberg 


_—— = = = a 


In 1g Substanz finden sich ccm n/100 











| bestimmt 

Réstdauer |——— ——— |; — 

Tage freie Siure i sg Estersiure 9/5 — yen “g 
0 4,50 17,80 16,16 0,22 6,9 
10 4,75 16,84 “10,98 0,16 5,0 
13 3,88 15,41 11,80 0,19 5,9 
16 3,40 15,69 12,08 0,16 5,0 
19 4,04 13,67 10,40 0,16 5,0 
23 3,55 13,47 14,16 0,14 4,4 
26 3,35 14,93 9,79 0,09 2,8 
29 3,91 16,46 10,14 0,09 2,8 
32 3,86 15,46 10,76 0,10 3,1 
35 3,43 15,77 11,60 - 0,12 3,8 
38 3,93 16,19 9,71 0,12 3.8 
41 3,91 15,70 9,09 0,06 1,9 
44 3,71 15,76 9,42 0,12 3,8 
47 4,40 14,98 10,35 0,14 4,4 
50 4,85 14,71 10,24 0,13 4,1 
53 5,27 13,88 9,81 0,13 4,1 


Tabelle ITI. Saurebestimmungen verschieden abgerésteten So- 
rauer Feinflachses (Schwungflachs) 1936. Extraktiondes Wachses 
mit Dichlormethylen. 





Gesamtsiiure 


} a am 7 °/, Extrakt 
Nr. || Freie Siiure wong Be somes mit Dichlor- 
Siurezahl Séurezahl _anyne 
1 | Wasserréstflachs, natiirl. getrocknet 4,61 9,86 2,76 
2 is kiinstl. i 3,88 9,54 2,93 
3 | Doppelréstflachs ................ 4,02 8,89 2,37 
4 | Tauréstflachs ................... 5,14 16,85 2,42 
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ist ungefihr halb so gro} wie diejenige des durch Kalkbehandlung ge- 
spaltenen Esters. Beide Werte laufen ungefahr parallel. 

Insgesamt betrachtet, hat die Saurekomponente nur geringe Ver- 
anderungen erfahren. Auch in Tabelle III zeigt der gleiche Flachs bei 
der Tauréste die héchste Saiurezahl. Da hinsichtlich der Faserablésung 
der gleiche Effekt erzielt wurde wie beim Wasserréstflachs, so miissen 
andere, die Rindenzellen verbindende Stoffe angegriffen und entfernt 
worden sein, was wiederum voraussetzt, da die Mittellamelle nicht 
durch ein einheitliches Pektin aufgebaut ist, sondern durch ein Gemisch 
von Stoffen. 


7. Zur Frage nach der Verteilung der Siurekomponenten im Flachsstengel. 
ganz gleichmaBig iiber den 
Stengel verteilt oder etwa in gewissen Partien bevorzugt abgelagert 
sind, wurden einmal Flachsstengel in drei gleich lange Teile zerlegt und 


Um zu priifen, ob die Saiuremengen 


in jedem dieser Teile die freie Saure und die neutralisierte Saure be- 
stimmt. Wie die Tabelle IV zeigt, hat die Spitze des Stengels mehr 
Saure als die Mitte und diese wiederum mehr als die Basis. Bekanntlich 
pflegen die Spitzen schwerer abzurésten als der iibrige Stengel. Man 
geht nach vorstehendem wohl nicht fehl, wenn man die hochmolekularen 
Sauren hierfiir mit verantwortlich macht!. 


Tabelle IV. 
Stengel von Sorauer Feinflachs, normal abgeerntet (A), auf dem Felde leicht 
angeréstet (B), wurden in drei gleich lange Teile zerlegt, Basis, Mitte, 
Spitze, und diese drei Teile auf freie Séiure und neutralisierte Siure gepriift. 








. Wasser- Siiurezahl Siurezahl pete Wasser- Siiurezahl Saurezahl 
we gehalt freie neutrali- Felafinche gehalt freie neutrali- 
x . Siiure _ sierte Siure oe 5 Siiure — sierte Siure 
A. Normal: B. Leicht angeréstet: 
Basis ..... 12,33 | 3,48 10,18 Basis ..... 11,58 | 2,85 15,04 
Mitte ..... 11,68 4,49 13,36 Mitte..... 11,62 , 3,82 16,36 
Spitze..... 11,73 4,39 16.07 Spitze .... 12,06 5,01 21,10 


In einem anderen Falle bezog sich die Priifung auf den Sauregehalt 
des Holzes, der Bastfaserbiindel und der Rinden- bzw. der Epidermis- 
zellen fertig gerésteter und iiberrésteter Stengel. Hier gilt allgemein, 
dafS Rinden- und Oberhautzellen prozentual am meisten Sauregruppen 
aufzuweisen haben. Es folgt das Holz, wahrend die Bastfaserzellen den 
geringsten Sauregehalt zeigen. 

Da die Substanzen, welche die Saurereste tragen, hauptsachlich in 
den Mittellamellen abgelagert sein diirften und die kleinen Parenchym- 


1 Siehe hierzu auch Fried, Faserforschung 12, 197, 1937. 
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zellen von Holz und Rinde verhaltnismaBig mehr Mittellamellen- 
substanz besitzen als die groBen Faserzellen, so ist in dem parenchymati- 
schen Gewebe ein gréBerer Sauregehalt zu erwarten. Daneben kénnen 
die Rindenzellen, aber auch die Plasmareste als Sauretrager eine Rolle 
spielen (Tabelle V). 


Tabelle V. 

Faserflachs des Jahres 1936 und ein Zwischentyp des Jahres 1935 wurden 
nach 3 und 6 Tagen der Réste entnommen, in Holz und Bast zerlegt, der 
Bast mit Leitungswasser von den Rinden- und Oberhautzellen befreit und 
die Séurezahlen des Holzes und Bastes durch Messung, die der Rinden- 
und Epidermiszellen durch Rechnung ermittelt. 





Siurezahl Siiurezahl 


freie Siiure neutralisierte Séure 
Holz | 
39863. 3) Tame ROG :® voices vnelss wees 4,59 4,85 
S 7tg, SR AN Ae Pearce es eee 3,42 7,16 
1936: 3 PA eS Ter Cee ee Tee Tt 5,02 
Os gi peas ewer wages 2,29 5,01 
Faserbiinde! 
Toon: os Game Wome oo eek ss ee ee 1,05 5,11 
0 wy hed SURG GEN Ss chad wes 1,65 3,86 
19386: 3 ,, iui oer he cee ee! 0,64 3,09 
igs po Ae ay oa te ON 1,07 2,91 
Rinde, Oberhaut (errechnet) 
1966: (3 Tage RMéste 2s ses, 9,77 12,55 
"ae asi epee Heine a wb wine 6,05 5,46 
1966: 3° ,, ge URE 5,45 5,26 
ees seaaeeansh wien aa ete Able eres 5,40 3,84 
Zum Vergleich ganze Stengel 
TOGO: 6 EORS TOMO. ow isis voustes 4245 6,57 
; ae ale SIPs 175 a pai se, Ue 3,6 6,02 
1936: 3 99 Pp eee ee aye or, eae 2,71 4,57 
pe gi GiRitlade aie WR 3,38 4,28 


8. Variationsbreite des Gehalts an freier und neutralisierter Siure im 
Flachsstengel. 

Wir haben ferner an verschiedenen Flachsen (Stengel ohne Wurzeln) 
den Gehalt an freier und neutralisierter Séure im unbehandelten Zu- 
stande und nach 4 Tagen Réste gepriift. Die Zahlen sind in Tabelle V1 
zusammengestellt. Es 1iBt sich an ihnen folgendes erkennen: 

a) Im allgemeinen haben Olflachse einen héheren Sauregehalt als 
Faserflachse. 

b) Witterung, Diingung und Eigenschaften des Bodens haben 
einen betrachtlichen Einflu8 bei der Bildung der Zellwandsiurekompo- 
nenten. So zeigt z. B. der Sorauer Feinflachs des Jahres 1936 eine viel 
kleinere Saiurezahl als derjenige der Jahre 1934 und 1935. Bei dem 
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Vergleich von Saurezahl, Réstdauer und Saéuregehalt bzw. px-Zahl des 
Rostwassers fallt auf, daB zwischen diesen Dingen ein gewisser Zu- 
sammenhang besteht, indem Stengel mit hoher Séurezahl im allgemeinen 
lange Réstzeit benétigen und reichlich Sauren in das Réstwasser ent- 
senden. 

c) Der Abfall der Saurekomponente des unbehandelten Stengels 
bei der Réste hielt sich unter den vorliegenden Bedingungen im all- 
gemeinen zwischen 40 und 50°, vom Ausgangswert. Ein vdlliges 
Herauslésen einer der drei Saureformen war in keinem Fall zu beob- 
achten. 


Tabelle VI. Saiurezahlen verschiedener Flachssorten in unbehan- 
deltem Zustand und nach 4 Tagen Réste. 








Siiurezahlen Zahlen der neu- 
eee =rarcemcrseapamene |W. od. 
i von unbehandeltem von 4 Tage geristetem Siiure des 4 Tage 
Nr. Bezeichnung des Material Material gerdsteten 
Flachses NRE Sh ins RR IE | OT PAR Re htt Materials in °/, 
freie neutralisierte freie neutralisierte vom 
Siure Siure Siiure Siure unbehandelten 
1. Faserflachs, 
Stamm 32 .... 4,56 17,69 3,48 10,59 59,86 
Derselbe ...... 4,10 16,10 
Derselbe mit sehr 
viel Wasser 
gewaschen .. 4,13 15,77 
Derselbe, zu Pul- 
ver zerrieben 4,29 14,81 
2 Sorauer Fein- 
flachs 1934... 4,77 16,82 4,23 9,21 54,76 
3 Derselbe 1935... | 4,93 18,43 3,48 7,01 38,04 
Derselbe mit viel 
dest. Wasser 
gewaschen ... 5,36 17,26 
4 Derselbe 1936... 2.81 12,39 3,23 5,20 41,97 
5 Rastatter Flachs, 
weiGBbliihend, 
ee eae 3,96 18,87 4,03 9,90 52,47 
6 | Mathis Edel- 
flachs 1936 .. 2,70 22,40 4,23 13,22 59,02 
7 | Zwischentyp, 
Stamm 59,1934 | 3,85 14,65 3,75 8,45 57,68 
8 Stamm 59, 1935.. 4,95 13,72 4,88 7,47 54,45 
Zwischentyp, 
Stamm 35... 4,31 16,62 3,83 9,55 57,46 
10 Ollein, Stamm 63 3,05 22,44 3,33 13,00 57,93 


11 Derselbe,  griin- | 
WO coe ian 3,41 24,33 4,54 11,85 48,71 
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Zusammenfassung. 


1. Es wird eine Methode beschrieben, um in Flachsstengeln die 
Saiurekomponente zu messen, und zwar sowohl die frei vorliegende 
Saure als auch die durch Kationen abgesattigte und die veresterte. 

2. Die Verfolgung der Veranderung der Sauren bei der Warm- 
wasserréste zeigt starken Abfall der an Kationen gebundenen Saure. 
Die anderen beiden Saureformen sind an diesem Abfall weniger be- 
teiligt. 

3. Die Verainderung der Saurewerte bei der Tauréste ist nicht 
bedeutend. An dem Zustandekommen des Résteffektes miissen daher 
andere Stoffe als bei der Wasserréste mit beteiligt sein. 

4. Die Spitze des Flachsstengels zeigt héheren Siuregehalt als die 
Mitte und diese wiederum héheren als die Basis, 

5. Von den drei Bestandteilen des Stengels, dem Holz, der Faser 
und der Rinde, hat die letztere den héchsten Sauregehalt. 

6. Der Sauregehalt in den Stengeln der einzelnen Flachsstengel ist 
verschieden. Olflachse haben gewéhnlich mehr Sauren als Faserflachse. 
Es besteht ein Zusammenhang zwischen Sauregehalt, Réstzeit und 
Saurekonzentration des Réstwassers, der allerdings nur in grofen 
Ziigen gilt, da noch andere Umstande, wie z. B. Résttemperatur, auf 
die Hohe des Sauregehalts EinfluB haben. 
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Uber den normalen Arsengehalt des menschlichen Haares. 
Von 
J. Wiihrer. 


(Aus der Abteilung Pharmakologie und Physiologie des 
Reichsgesundheitsamtes Berlin.) 


(Eingegangen am 1, November 1937.) 


Seitdem bekannt ist, da} vom Organismus aufgenommenes Arsen 
in den Hautanhangen wie Nageln und Haaren gespeichert wird und 
darin noch lange Zeit nach seiner Aufnahme festgestellt werden kann, 
spielt die Untersuchung des Haares auf seinen Arsengehalt in der 
gerichtlichen Chemie eine besondere Rolle. Erméglicht doch bekanntlich 
die Bestimmung des Arsengehalts von Haaren schon verwester Leichen 
unter bestimmten Voraussetzungen ein Urteil dariiber, ob in dem 
betreffenden menschlichen Kérper zu Lebzeiten eine anormale Arsen- 
aufnahme stattgefunden hat. Auch laBt die Untersuchung des Arsen- 
gehalts des Haares lebender Personen, in Verbindung mit der Arsen- 
bestimmung in den Kérperausscheidungen, einen Schlu®B auf eine vor 
kiirzerer oder langerer Zeit stattgefundene akute oder chronische 
Arsenzufuhr zu. 


Fiir die richtige Bewertung der Feststellung von Arsen in Organen 
ist die Kenntnis und Beriicksichtigung des normalen Vorkommens von 
Arsen im Organismus von wesentlicher Bedeutung!. 


Untersuchungen iiber den normalen Arsengehalt des menschlichen 
Haares sind in der Literatur ziemlich sparlich. Heffter®? gibt eine Zu- 
sammenstellung der bis 1915 veréffentlichten Arbeiten iiber die Ab- 
lagerung des Arsens in Haaren. Er selbst konnte in den Haaren mehrerer 
gesunder Personen kein Arsen nachweisen. Die von Heffter angegebenen 
hohen Durchschnittswerte fiir den Arsengehalt des menschlichen Haares 
von | bis 5 Teilen in 100000 Teilen Haar, das sind 1 bis 5 mg in 100 g. 
beziehen sich nur auf Faille mit Arsenaufnahme, geben daher kein Bild 
des normalen Arsengehalts. Myers und Cornwall® fanden bei der Unter- 
suchung von 14 Haarproben von Personen, bei denen, soweit bekannt, 
keine Arsenzufuhr in Betracht kam, in neun Fallen kein Arsen, in vier 
Fallen 0,005 bis 0,18 mg und in einem Fall die unwahrscheinlich groBe 


1 Vgl. die Ubersicht bei E. Rost, Gifte (und sonstige gesundheitsschad- 
liche Stoffe) im Handb. d. Lebensmittelchem. 1, 1073, Berlin, Julius Sprin- 
ger, 1933. — ® Heffter, Vierteljahrschr. f. d. gerichtl. Med. 49, 194, 1915. — 
3 C.N. Myers u. L. H.-Cornwall, Amer. J. of Syph. 9, 647, 1925. 
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Menge von 10,6 mg Arsen in 100 g Haaren. Billeter! stellte bei Analysen 
menschlicher Organe auf ihren normalen Arsengehalt im Haar im 
Durchschnitt 0,0123 mg in 100 g fest. Althausen und Gunther? fanden 
in zwei Haarproben einer ,,Normalperson 0,16 und 0,08 mg in 100 ¢ 
Haaren. Schwarz und Deckert? haben neben der Untersuchung der 
Haare von Arbeitern in Arsenbetrieben auch Arsen in Haarproben 
von Personen verschiedener Berufsgruppen, wie Brenner, Maler, 
Buchdrucker usw. bestimmt. Ob und inwieweit die hierbei fest- 
gestellten Arsengehalte von 0 bis 2,83mg in 100 g Kopfhaar als 
Normalgehalte gewertet werden kénnen, d.h. ob bei allen diesen 
Personen eine bewulte oder unbewuBte Arsenzufuhr auf irgendwelchem 
Wege auszuschlieBen ist, ist ohne weiteres nicht ersichtlich. Van /tallie 4 
untersuchte das Haar von zwei Mannern in Abstanden von | bis 3 Monaten 
wahrend eines Jahres und fand dabei in einem Fall 0 bis 0,09 mg, im 
anderen Fall 0,01 bis 0,03 mg/100 g. Letzteres Haar war bereits 16 Jahre 
vorher auf Arsen untersucht und dabei 0,04 mg/100g_ festgestellt 
worden. Bei zwei weiteren ,,Normalpersonen*: wurden 0,02 und 0,03 mg 
pro 100 g gefunden. 

Veranlassung zu eigenen Untersuchungen gab die Feststellung des 
Arsengehaltes im Kopfhaar von Personen mit Symptomen einer chroni- 
schen Arsenvergiftung, die in ursichlichem Zusammenhang mit der 
Anwendung arsenhaltiger Schaidlingsbekampfungsmittel stand. 


Es war von Interesse, zu Vergleichszwecken Durchschnittszahlen 
bzw. Héchstgrenzwerte fiir den normalen Arsengehalt des mensch- 
lichen Haares an Hand eines méglichst umfangreichen Versuchsmaterials 
zu erhalten. Fiir die Untersuchung standen neben einigen Fallen mit 
chronischer Arsenaufnahme zur Verfiigung: 

-A. Kopfhaar bekannter Personen; 

B. Kopfhaar unbekannter Einzelpersonen (aus Friseurgeschaften 

stammend): 

C. Mischhaar, wie es in Friseurgeschiften beim Schneiden des 

Kopfhaares anfallt. 

Bei den im Normalfall zu erwartenden sehr kleinen Arsenmengen 

wurde besonderer Wert auf die Verarbeitung méglichst groBer Mengen 


(durchschnittlich 10 g Haare) gelegt. Bestimmungen bei Verwendung 
von weniger als 1 g Haare als Ausgangsmaterial kénnen, da hier nur 


1 Billeter, Mitt. a. d. Geb. d. Lebensmittelunters. u. Hyg., Eidgen. 
Gesundh.-Amt Bern 15, 152, 1924. — 2 Althausen u. Gunther, J. of Amer. 
Med. Ass. 92, 2002, 1929. —- * Schwarz u. Deckert, Arch. f. Hyg. 106, 346, 
1931. — 4 Van Itallie, Pharm. Monatsh. 1932, S. 220. 
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Tausendstel Milligramme, teils nur Bruchteile davon, d.h. schon an 
der Erfassungsgrenze liegende Mengen (etwa 0,5 7) in Frage kommen, 
nur bedingten Wert haben. 


Zur Entfernung etwaiger auBerlich anhaftender Verunreinigungen 
wurde jede Haarprobe mit Wasser zum Kochen erhitzt, mehrmals mit 
heiBem Wasser und zuletzt mit kaltem Alkohol (96° ig) gewaschen. 
Bei Verwendung arsenfreier Reagenzien und arsenfreier KA jeldahl- 
Kolben wurde nach der Zerstérung der organischen Substanz mit 
Salpetersiure und konz. Schwefelsiéure das Arsen nach dem von Smith 
angegebenen Verfahren (vgl. Beck und Merres, Arbeiten aus dem RGA. 
50, 38, 1915) unter Anwendung einiger verbesserter Versuchsbedingungen 
ermittelt. 


Das angewandte Verfahren besteht bekanntlich darin, dag man 
das in der untersuchten Probe enthaltene Arsen nach erfolgter Minerali- 
sierung in Arsenwasserstoff mit Zink und Salzsaure iiberfiihrt und diesen 
auf einen mit Quecksilberbromid getrankten und nachher getrockneten 
Papierstreifen einwirken laBt. Die Farbtiefe und Lange der eingetretenen 
Braun-Orangefairbung des Streifens an der Reaktionsstelle von Queck- 
silberbromid mit Arsenwasserstoff gibt ein Maf fiir den Arsengehalt. 
Durch Vergleichsstreifen, die unter genau denselben Versuchsbedingungen 
aus Lésungen mit bekanntem Arsengehalt hergestellt sind, wird der 
Arsengehalt ermittelt. Dieses verhaltnismaBig einfache Verfahren zur 
Bestimmung kleiner Arsenmengen gibt nach meinen Erfahrungen, die 
sich auf ein tiber die hier beschriebenen Untersuchungen hinausgehendes, 
sehr umfangreiches organisches Untersuchungsmaterial, insbesondere 
auch auf eine sehr groBe Anzahl von Kontrollanalysen stiitzen, bei 
zweckmaBiger Ausfiihrung verliBliche und fiir die praktischen Fille 
hinreichend genaue Werte. Schwarz und Deckert (1. c.) haben ebenfalls 
dieses Verfahren fiir die Bestimmung von Arsen in Haaren, Nageln und 
K6rperausscheidungen bei sachgemaBer Ausfiihrungsart als sehr brauch- 
bar befunden. 


Da von anderer Seite! diese Arsenbestimmungsmethode verschiedentlich 
als zu wenig verlaBlich und ungenau bezeichnet worden ist, méchte ich, ohne 
hier auf eine ausfiihrliche Beschreibung des Arbeitsganges einzugehen, auf 
einige fiir das Gelingen des Verfahrens wesentliche Gesichtspunkte hinweisen. 
Wie bei allen derartigen kolorimetrischen Vergleichsverfahren ist die un- 
bedingte Einhaltung stets gleicher Versuchsbedingungen (wie hier z. B. 
Saurekonzentration, Zinkmenge, Temperatur, Reaktionsdauer usw.) von 
ausschlaggebender Bedeutung. So mu&8 die Herstellung der Vergleichs- 
streifen jedesmal in einer gréBeren, dem zu erwartenden Arsengehalt ent- 


1 Kleinmann u. Pangritz, diese Zeitschr. 185, 14, 1927; K. Winterfeld 
u. Mitarbeiter, Arch. d. Pharm. 273, 458, 1935. 
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sprechenden Anzahl kleinerer oder gréBerer Abstufungen (z. B. 0,5, 1, 2, 
3, 4, 5, 6» oder 2, 4, 6, 8, 10 y usw.) gleichlaufend mit derjenigen fiir die 
zu untersuchende Probe geschehen. Die Verwendung einer einmalig her- 
gestellten Vergleichsskala kann zu erheblichen Fehlergebnissen fiihren. Die 
Papierstreifen (Zeichenpapier von méglichst gleicher Oberflichenbeschaffen- 
heit auf beiden Seiten) miissen genau gleich breit (daher méglichst maschi- 
neil) geschnitten sein. Die Breite dieser Streifen kann je nach der zu er- 
mittelnden Arsenmenge 1,8 bis 2mm (weniger als 5 y) und ‘2,8 bis 3 mm 
(etwa 5 bis 20 y) betragen. AuBer auf die sorgfaltige Trinkung der Streifen 
durch etwa einstiindiges Einlegen in (5°,ige) alkoholische Quecksilber- 
bromidlésung und nachherige Trocknung an der Luft (durch Auflegen auf 
Glasstaibe), wobei eine Beriihrung mit der Hand méglichst vermieden 
werden soll, ist darauf zu achten, daB die lichte Weite der die Streifen 
aufnehmenden Reaktionsréhrchen so gewahit wird, daB die Streifen sich 
eben noch in die Réhrchen einfiihren lassen, daB also die Rander der Streifen 
an der Réhrchenwandung anliegen. Damit wird erreicht, dafi die Streifen 
beim Durchgang des feuchten Gasstromes von beiden Seiten mdéglichst 
gleichmaBig bestrichen werden. Die Streifen werden zweckmaBig etwa 
12em lang gewahlt, nach erfolgter Herrichtung (Trankung), vor dem 
Versuch in der Mitte durchgeschnitten und je ein 6 cm langer Streifen mit 
der Schnittstelle voran in die Réhrchen eingefiihrt. 


Die stets gleichmaéBige Herstellung der fiir die Schwefelwasserstoff- 
zuriickhaltung erforderlichen Vorlage aus mit Bleiacetat (10°,ig) getrankter 
Baumwolle (1 Gewichtsteil Baumwolle + 1 Gewichtsteil Bleiacetatlésung) 
ist ebenfalls von wesentlicher Bedeutung. 


Da die unter der Einwirkung von Arsenwasserstoff entstehende Braun- 
Orangefarbung lichtempfindlich ist, muB wahrend der Reaktionsdauer die 
Entwicklungsapparatur unter LichtabschluB stehen, oder das den Streifen 
aufnehmende Réhrchen durch eine Kappe aus lichtundurchlassigem Material 
vor Lichtzutritt geschiitzt werden. Ebenso diirfen auch die Streifen vor 
und nach dem Versuch nicht zu lange der Lichteinwirkung ausgesetzt 
werden. Da erfahrungsgemaé® trotz Verwendung arsenfreier Reagenzien 
und Kyjeldahl-Kolben fiir die Zerst6érung der organischen Substanz uner- 
wartete Arsenspuren als Blindwerte auftreten kénnen, ist es, insbesondere 
bei der Ermitthung so kleiner Mengen erforderlich, laufend Blindversuche 
mit dem insgesamt verwendeten Reagenzien- und Glasmaterial einzu- 
schalten. 


Um ferner méglichste GleichmaBigkeit der Wasserstoffentwicklung bei 
der zu untersuchenden Probe sowie bei den Vergleichsproben mit bekanntem 
Arsengehalt zu erreichen, ist es zweckmaBig, die nach Mineralisierung er- 
haltene schwefelsaure Lésung, die méglicherweise die Wasserstoffent- 
wicklung stérende Begleitstoffe enthalt, nicht unmittelbar fiir die Wasser- 
stoffentwicklung zu verwenden, sondern die Lésung nach Neutralisation 
(Ammoniak) mit Dinatriumphosphat und Magnesiamischung zu_ fallen. 
Der das Arsen enthaltende Niederschlag wird in 10°, iger Salzséure (40 ecm) 
gelést und die Lésung nach den Angaben von Beck und Merres (a. a. O.) 
mit Kaliumjodid reduziert, das iiberschiissige Jod mit Zinnchloriir entfernt 
und erst diese Lésung zur Wasserstoffentwicklung verwendet. Samtliche 
Entwicklungskolben sind durch Einstellen in ein kaltes Wasserbad auf 
méglichst gleicher Temperatur wihrend des Versuchs zu halten. 
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SchheBlich sei noch darauf hingewiesen, da{ fiir die VerlaBlichkeit des 
Verfahrens, wie auch bei anderen Mikromethoden, eine gewisse Ubung und 
Erfahrung nicht entbehrlich ist. 


Die erhaltenen Ergebnisse sind in nachfolgenden Tabellen zu- 


sammengestellt. 


Tabelle I. Kopfhaar von Personen mit Zeichen einer chronischen 
Arsenvergiftung. 





Arsengehalt in y As, O, * 
Angewandte wees SSNS a se ecaae 


Probe Bezeichnung Menge in g Haarfarbe fi tn des 
1 angewandten in 100g 

Nr. Menge 
1 Patient M | 0,448 braun 5 1110 
2 aa B | 0,765 is 3,5 472 
3 pa M | 1,06 # 2,5 245 
cal a) 1,73 8,5 491 
4 oh Ba | b) 2.01 meliert 9,5 475 


* Der Arsengehalt in y Arsen (As) ergibt sich durch Multiplikation jedes Wertes mit 0,75. 


Die Ergebnisse in Tabelle II zeigen, daB in Ubereinstimmung mit 
den Feststellungen einiger anderer Untersucher Arsen als normaler 
Bestandteil im menschlichen Haar vorkommt, wenn auch nur in sehr 
kleinen und wechselnden Mengen. Die hierbei ermittelten, im Durch- 
schnitt 20 bis 50 y, As,O,/100 g betragenden Werte liegen jedoch im 
Vergleich zu den untersuchten Fallen mit Arsenaufnahme (Tabelle I) 
um ein Vielfaches niedriger und kommen auch im Einzelfall nicht 
annahernd an diese heran. Die vielen Proben, in denen Werte von 
weniger als 5 » pro 100 g (Tabelle II) ermittelt wurden, kénnen praktisch 
als arsenfrei betrachtet werden. Bemerkenswert ist hierbei, daB diese 
negativen Befunde sich im Gegensatz zu den Mannerhaarproben aus- 
nahmslos bei Frauenhaaren ergaben. Der in einem Normalfall (Probe 2 
in Tabelle Il) ermittelte, verhaltnismaBig hohe Gehalt von 95 y/100 g 
ist méglicherweise auf eine unbewuBte Aufnahme kleinster Arsenmengen 
zuriickzufiihren, da diese Person im Laboratorium tatig ist und zur Zeit 
der Untersuchungen vielfach mit arsenhaltigen Lésungen usw. in 
Beriihrung kam. Ein halbes Jahr spater enthielt das Kopfhaar derselben 
Person nur 25 y/100 g. 


~ 


Zusammenfassend ergibt sich, daB bei Untersuchungen iiber den 
Arsengehalt der Haare mit einem, wenn auch sehr geringen Normal- 
arsengehalt des menschlichen Haares zu rechnen ist, der sich zwischen 
5 und 50y As,O, in 100g bewegen kann; dieser erreicht aber nicht 
annahernd jene Werte, wie sie in Fallen von Arsenvergiftungen oder 
sonst nach anormaler Arsenaufnahme im Haar festzustellen sind. 
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Tabelle LI. 
Arsengehalt in y As» O; * 
Probe Bezeichnung ~ scar gg Haarfarbe ye dar 3 
angewandten in 100g 
Nr. Menge 
A. Kopfhaar von Einzelpersonen, bei denen, soweit bekannt, eine Arsen- 
aufnahme nicht in Betracht kommt. 
1 Dr. K. (Mann) ni ne braun ry 28 
2 L. W. em 3,16 grau meliert 3,0 95 
; 3 L. W. 9 5,05 Pa “i 1,25 25 
; 4 H. K. am 13,13 blond 3,5 27 
| 5 Fr. V. (Frau) 8,00 hellblond unter 0),5 unter 5 
B. Kofphaar aus Friseurgeschaften (unbekannte Einzelpersonen). 
: 6 Frauenhaar 10,60 dunkelbraun unter 0,5 unter 5 
; (kurz) 
i 7 ay 8,52 = 0,5 5 
: 8 se 9,41 hellblond fear : 5 
9a Pe 10,21 dunkelbraun 2,3 23 
b 11,09 ~ ES 2,3 21 
10a 8,00 kastanien- i 29 
braun 
b ; 7,68 * 1,8 23 
11 12,19 schwarz unter 0,5 unter 5 
12 “fi 6,03 dunkelbraun 1,2 20 
13 ‘i 10,20 Rae 0.7 7 
14 ” 8,83 schwarz 1,6 17 
15 + 6,55 dunkelbraun unter 0,5 unter 5 
16 a 7,39 a ow OD a 
17 i 6,90 ai oh ae % 5 
18 i 10,84 schwarz DD Ps 5 
19 * 6,74 blond ae: |? do of Sram 
20 Pet 10,39 = 3,0 29 
21 Mannerhaar 10,00 schwarz 2,5 25 
(kurz) _ 
22 . i 7,85 weibB 3,0 38 
23 % 5,83 braun 1,5 25 
24 ra 4,03 ss 2,0 50 
25 a 4,14 * 2.0 48 
26 a 6,68 = 0,5 7 
27 Zopfhaare : 
(50 em lang) 
Oberer Teil 13,52 kastanien- 4,6 34 
braun 
Mittlerer ,, 18,01 ae 5,7 31 
Unterer ,, 16,99 . 9,0 53 
C. Kopfhaar aus Friseurgeschiften (Mischhaar unbekannter Personen). 
28 Frauenhaar b) nee gemischt as a 
; 2 3A 30 
i 29 Mannerhaar :} ie 5 “¢3 Z 
i 30) Frauen- und {= a) 10,51 3,5 33 
i ‘ Mannerhaar |b) 10,35 1" 3,5 34 
: * Der Arsengehalt in y Arsen (As) ergibt sich durch Multiplikation jedes Wertes mit 0,75. 
{ 
: 
; 
| 
: 
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Eine Methode zur direkten Bestimmung der von dem Eiweib- 
prizipitat fest absorbierbaren Gallenfarbstoffe im Seram. 
Von 
(i. Ingvarsson. 

(Aus der Medizinischen Abteilung des Malméer Allgemeinen Krankenhauses. ) 
(Eingegangen am 6. August 1937.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In alteren Arbeiten von Fouchet (1) sowie von Vogl und Zins (2) 
werden Methoden zur Untersuchung der Gallenfarbstoffe im Serum 
beschrieben, welche darauf beruhen, daB sich in der Trichloressigsaure- 
fallung auf oxydativem Wege griines Biliverdin bildet. Hijmans van 
den Bergh (3) gab eine quantitative Methode zur Bestimmung von 
Bilirubin im Serum mit Hilfe von Diazoniumreagens an. Einige Sera 
gaben die Reaktion bei direktem Zusatz des Diazoniumreagens, andere 
erst nach Behandlung mit Alkohol. Direkte Reaktion wurde bei Ikterus 
durch VerschluB der Gallenwege erhalten. Er fand indessen, daB die 
nach Zusatz von Alkohol erhaltene Eiwei®fallung oft stark gelbgefarbt 
war. Ein Teil dieses gelben Farbstoffs war auswaschbar, aber der iiber- 
wiegende Teil wurde von dem Eiweifprazipitat mit groBer Hartnackig- 
keit festgehalten, besonders in Fallen von VerschluBikterus, d.h. bei 
direkter Reaktion. Um diesen Bilirubinverlust bei der Bestimmung 
zu vermeiden, gibt der Verfasser eine Methode an, die auf der Verdiinnung 
mit Wasser beruht. 

Die quantitativen Methoden, die spaiter veréffentlicht worden sind, 
haben die Bestimmung von direktem, indirektem und Gesamtbilirubin 
bezweckt. Die Frage der an das Prazipitat gebundenen Gallenfarbstoffe 
ist, auBer von Vogl und Zins, deren Beobachtungen von Felsenreich 
und Satke (4) bestatigt worden sind, vor allem von Wiemer (5) und von 
Weltmann und Jost (6) behandelt worden. 

Wiemer bestimmte in Seren, welche direkte Reaktion ergaben, das 
Bilirubin teils durch Zusatz von | Teil Diazoniumreagens zu | Teil Serum 
und Kolorimetrieren nach angemessener Verdiinnung mit Wasser und teils 
in gewohnter Weise nach der Hijmans van den Berghschen Methode durch 
Diazotieren nach Fallung mit Alkohol. Das bei der erstgenannten Be- 
stimmung erhaltene Bilirubin betrachtet er als Gesamtbilirubin, das bei 
der letztgenannten erhaltene als indirektes Bilirubin und den Unterschied 
zwischen diesen beiden als das an die EiweiBfallung adsorbierte Bilirubin. 


Das Verhialtnis zwischen Gesamtmenge und indirekter Menge nennt er 
Bilirubinindex. Dieser ist also um so gréfer, je mehr Bilirubin bei dei 


indirekten Bestimmung von der Fallung absorbiert wird. 


Weltmann und Jost gehen von der von Thannhauser und Andersen (7) 
gemachten Beobachtung aus, daB, wenn zuerst das Diazoniumreagens und 
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dann der Alkohol dem Serum zugesetzt wird, héhere Bilirubinwerte erhalten 
werden, als wenn die Fallung mit Alkohol vor dem Zusatz des Diazonium- 
reagens ausgefiihrt wird. Dies wird so erklart, daB im ersteren Falle eine 
Kuppelung des Diazoniumreagens mit dem Bilirubin stattfindet und dieses 
gekuppelte Bilirubin nicht von der Fallung absorbiert wird. In der Methode, 
die Weltmann und Jost selbst ausgearbeitet haben und anwenden (8), 
setzen sie zu gleicher Zeit Alkohol und Diazoniumreagens zu. Bei der 
Untersuchung des adsorbierten Bilirubins bestimmen sie das Gesamt- 
bilirubin nach der oben skizzierten Methode und das ,,nicht adsorbierbare 
Bilirubin‘ unter Anwendung der Thannhauserschen Modifikation der ge- 
wohnlichen Methode von Hijmans van den Bergh bei indirekter Bilirubin- 
reaktion, also Diazotieren nach primiarer Fallung mit Alkohol. In beiden 
Methoden haben sie zur vollstandigeren Auspressung des Bilirubins aus der 
Fallung ,,eine Prise Ammonsulfat*‘ zugesetzt. Der Unterschied zwischen 
dem Gesamtbilirubin und dem nicht adsorbierbaren Bilirubin wird im 
Verhaltnis zur Gesamtmenge ausgedriickt und Adsorptionswert genannt, 
welch letzterer also ein Ausdruck derselben Sache wie Wiemers Bilirubin- 
index ist. 

Weltmann und Jost fanden, daB der Absorptionswert nicht mit der 
Differenzierung des Bilirubins in direktes und indirektes zusammenhangt 
und daB er bei dynamischem Ikterus niedrig oder Null war. Bei mechani- 
schem und parenchymatésem Ikterus stellte sich heraus, daB er bei Ab- 
nahme des Ikterus stieg und bei Zunahme des Ikterus sank, weshalb sie ihm 
prc.snostische Bedeutung beimaBen. Sie sind der Meinung, daB dieses 
adsorbierte Bilirubin dasjenige ist, das bei ansteigendem Ikterus in den 
Geweben aufgespeichert wird und beim Abklingen des Ikterus wieder ins 
Blut abwandert. In der Literatur, die sich der franzésischen Sprache 
bedient, wird es auch als ,,bilirubine de retour‘‘ bezeichnet. Wiemer kommt 
zu demselben SchluB wie Weltmann und Jost, halt aber die Adsorption des 
Bilirubins fiir eine Wirkung von Blutgallensauren. 


Den veréffentlichten Arbeiten nach zu urteilen, hat man also mit 
einer praktischen Bedeutung des an die Eiweiffallung adsorbierten 
Bilirubins zu rechnen. Bei den Bestimmungen, desselben war man auf 
indirekte Bestimmung, d.h. auf die Bestimmung des Gesamtbilirubins 
und des nicht adsorbierbaren Bilirubins, angewiesen. Was das Gesamt- 
bilirubin betrifft, so hat man [u.a. Laemmer und Beck (9)] in Frage 
gezogen, ob es wirklich méglich ist, mit den angewandten Methoden 
jeden Verlust von Bilirubin an die EiweiBfallung zu vermeiden. Fiir 
das nicht adsorbierbare Bilirubin erhalt man freilich einen Ausdruck, 
indem man das bei der indirekten Bestimmung erhaltene Bilirubin 
vom Gesamtbilirubin abzieht. Aber ein Teil des nicht adsorbierbaren 
Bilirubins ist leicht auswaschbar, und ein anderer Teil ist vollkommen 
unauswaschbar. Bei meinen eigenen Versuchen, die Gallenfarbstoffe 
aus dem Prazipitat aus verschiedenen Seren zu extrahieren, hat der 
auswaschbare Teil betrachtlich variiert, aber noch mehr der unauswasch- 
bare Teil, wenigstens der gelben Farbe nach zu urteilen. Und es ist 
wohl nicht sicher, da8 man durch Zusatz von Ammonsulfat in ver- 
schiedenartigen Seren eine qualitativ gleichférmige Auspressung des 
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Bilirubins erzielt. Fiessinger, Jourdain und Toisoul (10) fanden sogar 
bei ihren nach der Methode von Weltmann und Jost ausgefiihrten Unter- 
suchungen, da in einigen Seren das nicht adsorbierbare Bilirubin das 
yesamt bilirubin iiberstieg. Angesichts dieser Erfahrungen und Umstande 
erscheint es also wiinschenswert, mit einer Methode zur direkten Be- 
stimmung der an die Fallung gebundenen unauswaschbaren Gallen- 
farbstoffe zu arbeiten. 

Aus der Literatur ist zu ersehen, daB es mit Schwierigkeiten ver- 
kniipft war, das Bilirubin aus der Eiweiffallung frei zu machen. Laemmer 
und Beck (11), die es sowohl mit gew6hnlichen bilirubinlésenden Mitteln 
(Alkohol, Ather, Chloroform) als auch mit Zerstérung des Proteinmolekiils 
durch Fermente versucht haben, schreiben im Jahre 1934: ,,Cependant, 
& Vheure actuelle, il n’existe pas une méthode permettant l’extraction 
totale de la bilirubine en milieu protéique.‘* Kerppola und Leikola (12) 
haben indessen in ihrer Methode zur Bestimmung des Gesamtbili- 
rubins ein Verfahren angegeben, und zwar Extraktion mit Chloro- 
form nach Ansaéuern der Fallung und Verdiinnen mit Wasser. 


Bei seinen eigenen Versuchen, die auswaschbaren Gallenfarbstoffe, 
die Lipochrome, dem Prazipitat zu entziehen, und dann den riick- 
standigen unauswaschbaren Teil der Gallenfarbstoffe zu bestimmen, 
hat der Verfasser dieser Arbeit einen anderen Weg eingeschlagen und 
ein Reagens gesucht, bei dessen Anwendung die EiweifSstoffe durch 
Sauermachen oder Alkalisieren aufgelést und die Gallenfarbstoffe 
gleichzeitig zu Biliverdin oxydiert werden. Ein solehes Reagens wurde 
schlieBlich in der Dichloressigsiure gefunden. 

Bei den Versuchen wurden Fallungen verwendet, die bei Zusatz 
von Alkohol zu Seren von Ikteruspatienten erhalten wurden. Diese 
Fallungen wurden mit 50°,igem Methanol bis zur negativen Diazo- 
reaktion im Waschmethanol gewaschen. Die Fallungen wurden ferner 
zwecks Entfernung von Lipochromen mit einer Mischung von 90 °,igem 
Methanol und Petrolither bis zur Farblosigkeit dieser Waschmittel 
gewaschen. Die Fiallungen wurden dann in 50°%igem Methanol auf- 
geschlammt und so zu den Versuchen verwendet. Wird einer solchen 
aufgeschlammten Fallung die gleiche Menge Dichloressigsaure zugesetzt, 
so lést sich die Fallung schnell auf, und die Probe nimmt nach kurzer 
Zeit eine griine Farbe an. Die Farbreaktion wird beschleunigt, wenn 
die Probe auf ein gelinde kochendes Wasserbad gesetzt wird. Nach 
3 Minuten erhalt man eine klare, smaragdgriine Lésung mit voll aus- 
gebildeter Farbstarke. 

AuBer der Méglichkeit, da die griine Farbe von der Bildung von 
Biliverdin durch Oxydation der Gallenfarbstoffe herriihrt, liegt noch 
eine andere Moglichkeit vor. Die Dichloressigsiure gibt namlich mit 

















410 G. Ingvarsson: 


Xanthophyllen, ohne Erwarmen, eine ,,sch6n saftgriin tingierende“‘ 
Lésung, die bei Erwarmen in eine ,,smaragdgriine, dann dunkelblaue, 
schlieBlich violettstichige“ iibergeht. Mit Carotinen gibt sie eine ,, violett- 
stichige, blaue Lésung‘: [Zechmeister (13)]. Indessen ist, wie friiher 
erwihnt, die Fallung vorher mit 50°%,igem Methanol bis zur Farb- 
losigkeit gewaschen worden und dann, zwecks Entfernung von Lipo- 
chromen (Xantophyllen, Carotinen), mit einer Mischung von 90 °,igem 
Methanol und Petroleumather ebenfalls bis zur Farblosigkeit gewaschen 
worden. Die Dichloressigsiurereaktion auf die ungefarbten Wasch- 
fliissigkeiten war stets negativ. Auch bei Diabetikern mit reichlicher 
Gemiisekost, bei denen eine angenaiherte Schatzung des Lipochromen- 
gehalts durch Extraktion mit Ather und mit 90°%igem Methanol 
| Petroleumather und Bestimmung der Lipochrome im Vergleich zu 
Azobenzollésung [Hijmans van den Bergh (14), Kuhn und Brock- 
mann (15), Zechmeister (13)] bedeutend héhere Werte als bei anderen 
zeigte, fiel die Dichloressigsiurereaktion mit der gewaschenen Fallung 
negativ aus. Die Méglichkeit der Griinfarbung durch Xanthophylle 
muB aiso als unzutreffend betrathtet werden. Was dagegen die ge- 
waschenen Fallungen aus Seren betrifft, so trat die griine Reaktion nur 
bei Fallungen aus Seren von Ikteruspatienten, nie aber in den iiber 30 
untersuchten Fallen von anderen Krankheiten ein. Auch wenn Hamo- 
lyse im untersuchten Serum erfolgte, wobei die Fallung auch nach dem 
Waschen mibfarbig war, fiel die Reaktion negativ aus. Ferner geben 
Galle und Bilirubin ,,Homburg“ positive Reaktion mit Dichloressig- 
siure. Man ist also durchaus berechtigt, die griine Reaktion bei Zusatz 
von Dichloressigsiure zu den gewaschenen Fallungen als spezifisch fiir 
Gallenfarbstoffe zu betrachten. 

Da8 Bilirubin in gewissen Fallen unauswaschbar an der Fallung haftet, 
kann etwa auf dem Auftreten von EiweiBstoffen mit gesteigerter Adsorptions- 
fahigkeit fiir Bilirubin, oder auch auf dem Auftreten dem Bilirubin nahe- 
stehender Gallenfarbstoffe mit gesteigerter Fahigkeit der Adsorption an 
das Prizipitat beruhen. Leider bin ich aus Mangel an Praparaten noch nicht 
in der Lage gewesen, die Dichloressigsiurereaktion auf Bilirubinderivate, 
wie Mesobilirubin, Bilirubinséure usw., zu untersuchen. Ich ware geneigt, 
die an das Prazipitat gebundenen unauswaschbaren Gallenfarbstoffe, die 
mit dieser Methode bestimmt werden, vorléufig Prazipitatgallenfarbstoffe 
zu nennen. Ich gebe aber im folgenden die Starke in mg-°%, Bilirubin an, 
welchen Gallenfarbstoff man ja in der Chemie am besten kennt. 


Die Versuche zur quantitativen Bestimmung sind teils mit einem 
Pulfrich-Photometer und teils mit Auwtenrieths Kolorimeter ausgefiihrt 
worden. Das photometrische Verfahren war jedoch nicht anwendbar, 
denn, wie klar auch die griine Lésung bei Tageslicht dem Auge erschien, 
sie zeigte sich im Photometerlicht opaleszent, und diese Opaleszenz 
verschob die Werte bald nach der einen, bald nach der anderen Richtung 
hin. Alle Versuche, dieselbe mit verschiedenen Extraktions- und Auf- 
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losungsmitteln zu entfernen, sind bisher miBlungen. Autenrieths Kolori- 
meter war dagegen gut verwendbar. Bilirubinlésungen waren wegen ihrer 
geringen Haltbarkeit als Vergleichslésungen ungeeignet. Unter mehreren 
untersuchten Vergleichslésungen wurde eine nach dem von Sabatini (16) 
angegebenen Prinzip hergestellte Lésung aus Chromalaun und Kalium- 
bichromat als die geeignetste befunden, welche jedoch anstatt mit 
Wasser mit Nickelchloriir- 

lésung verdiinnt wurde. ai : OR EI Sree haetey ere 
Erhéhte Menge Nickel- § 

chloriirlésung steigerte die 
Helligkeit der Lésung, Er- | | 
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Ss ee Abb. 1. Die erhaltenen Autenriethzahlen bei Ver- 
mat und durch Anterung suchen mit Bilirubin verschiedener Konzentration. 


der Konzentration der 

Nickelchloriirlésung erzielt. Die Lésung, die mit Riicksicht sowohl 
auf Farbton als auch auf Helligkeit als die beste befunden wurde, 
wurde auf folgende Weise hergestellt: 20 g Chromalaun, Handelsware, 
wurden in 200 ccm Wasser gelést, bis zum Sieden erhitzt unter An- 
wendung eines Kiihlers zur Vermeidung der Verdunstung, und nach Blau- 
griinwerden der Lésung abgekiihlt. Zu 5cem dieser Lésung wurden 
0,.5cem 8°%iger Kaliumbichromatlésung und 25 cem 8 %iger (inkl. 
Kristallwasser) Nickelchloriirlésung zugesetzt. Durch Verdiinnung mit 
Nickelchloriirlésung anstatt mit Wasser wird, auBer besserer Uberein- 
stimmung in Farbe und Helligkeit, auch der Vorteil erzielt, daB sich die 
Lésung bei Aufbewahrung konstant halt und sich nicht nach Violett hin 
andert, wie die genau nach Sabatini hergestellte, und daB man nicht, wie 
Sabatini angegeben hat, die Chromalaunlésung bis zu griiner Farbe vor- 
zuwarmen braucht. 

Wahrend dieser Versuche, eine geeignete Vergleichslésung herzu- 
stellen, wurde indessen die Erfahrung gemacht, da®B die griine Farbe 
offenbar von verschiedenen Beobachtern wesentlich verschieden be- 
urteilt wird. Obgleich ich mit der letztgenannten Vergleichslésung eine 
gute Ubereinstimmung seitens mehrerer Personen erreichte, ist es doch 
empfehlenswert, da jeder Untersucher sich durch Proben mit einer 
Bilirubinlésung bekannter Starke selbst Vergleichszahlen verschafft?. 


! Siehe auch die Schmitzsche Kritik (17) der Vergleichslésung Sabatinis. 











SACS eae Nese aca a 





412 G. Ingvarsson: 


Die bei einer Untersuchung iiber die Farbstarke nach Behandlung 
von Bilirubin in verschiedenen Konzentrationen mit Dichloressigsaure 
erhaltenen Werte sind aus Abb. 1 zu ersehen. 

Bilirubin ,,Homburg puriss. recente paratum wurde in 5 ecm n/100 
NaOH + 5cem reinen Methanols gelést, und die Lésung wurde dann mit 
50°,igem Methanol auf verschiedene Verdiinnungen gebracht. Eine 
Mischung von gleichen Teilen Bilirubinlésung und Dichloressigsiure wurde 
3 Minuten auf einem Wasserbad erwirmt. Kolorimetrieren nach Ab- 
kithlung. Jede Verdiinnung wurde doppelt hergestellt und jedesmal fiir 
sich bestimmt. Die einfachen Punkte im Diagramm bedeuten Uberein- 
stimmung der beiden Werte fiir ein und dieselbe Konzentration. Die an- 
gegebene Bilirubinkonzentration bezieht sich auf die Methanollésung. 

Aus dem Diagramm (Abb. 1) ist ersichtlich, daB die Werte auf 
einer Geraden liegen. Die verwendete Vergleichslésung gibt also, 
wenigstens innerhalb des Versuchsbereichs, Ablesungszahlen, die der 
Bilirubinkonzentration proportional sind. Die Ablesungszahlen unter 
10 bis 12 Autenrieth sind zwar weniger zuverlassig, die Empfindlichkeit 
der Probe ist jedoch als gut zu bezeichnen, da eine Bilirubinlésung von 
0,69 mg-°, ablesbare Zahlen gibt> 

In Tabelle I sind die bei Ablesung zu verschiedenen Zeiten nach der 
Entnahme der Probe aus dem Wasserbad erhaltenen Autenrieth-Werte 
angegeben. Aus der Tabelle ist zu ersehen, daB man nach | Stunde 
20 Minuten noch dieselben Werte findet wie bei unmittelbarer Ablesung. 
Die Zeit der Ablesung ist also ziemlich ausdehnbar. 





Tabelle I. Autenrieth-Zahl nach verschiedenen Ablesungszeiten. 


Ablesung 


Probe Unmittelbare Ablesung Ablesung nach 1 Std. nach 1 Std. 20 Min. 
1 41 41 41 

2 27 25 y 25 

Be 22 21 


AuBer der Aufschlammung der Fallung in 50°%igem Methanol 
wurde auch die Aufschlammung in 100 %igem Methanol, in Spir. conc. 
und in Wasser versucht. Die Aufschlammungen in 100 %igem Methanol 


Tabelle IT. Versuche mit verschiedenen Aufschlammungsmitteln. 





Volumen | Volumen 
Auf- einschlieBlich 2g Auf- einschlieBlich 
& schliim- Dichloressigsiure | Bilirubin- | © schliim- Dichloressigsiure | Bilirubin- 
E EE CNR Re ORS | £ nD | Rea sence | Fume ~ 
mittel | yor nach mittel vor nach 
Sieden | Sieden mg-9/9 Sieden Sieden | mg-/9 
9 aa 4 | 395 | 3,34 |4 ’ 4 2,85 
2 en | 4 3,90 | 3,30 15 Wasser | 4 4 3,00 
g | li 4 | 395 || 396 16 ii 4 4 | 2,99 
M =3,93 M = 3,30 M = 2,95 
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und in Spir. cone. geben eine schwachere Farbreaktion als die in 50 °,igem 
Methanol. Besonders schwach war die Reaktion in 100 °,,igem Methanol. 
Mit Wasser wurden die Werte der Tabelle II erhalten, in welcher auch 
die fiir dieselbe Fallung bei Aufschlammung in 50°%igem Methanol 
erhaltenen Werte zu finden sind. Die Zahlen geben die Starke der mit 
50 %igem Methanol hergestellten Bilirubinlésung, die bei Zusatz von 
gleicher Menge Dichloressigsiure dieselbe Farbstarke wie die Probe gibt, 
in mg-°% an. Aus der Tabelle geht hervor, daB die Aufschlimmung in 
Wasser eine schwachere Reaktion ergibt. 


Falls die gesteigerte Farbstarke der Methanollésung nur auf Ver- 
dunstung zuriickzufiihren ware, ware der Mittelwert fiir die Methanol- 
. 2,95 
3,93 
zu ersehende Zahl 0,14, durch 2 dividiert (wegen der Verdiinnung des 
Serums), als mittlerer Fehler genommen, so wird der Unterschied zwisehen 
den in Methanolaufschlammung gefundenen Werten und den mit Riicksicht 
auf die Abdampfung berechneten = 3,30 —- 3,00 = 0,30 und der mittlere 
Fehler des Unterschiedes = + y 0,07? + 0,07? = + 0,099. Der Unterschied 
betragt also genau das Dreifache des mittleren Fehlers. Es ist also nicht zu 
leugnen, daB es im Bereich der Méglichkeit liegt, daB die gesteigerte Farb- 
starke der Methanolaufschlammung auf die Verdunstung zuriickzufiihren ist. 


aufschlammung 3,00 mg-°,, geworden. Wird die aus der Tabelle II] 


Von den untersuchten Aufschlammungsmitteln gibt also das 
50 %ige Methanol die héchste Farbstarke, wodurch Bestimmungen an 
geringeren Konzentrationen ausfiihrbar werden. 


Eine Auflésung des in 50 %,igem Methanol aufgeschlammten Nieder- 
schlags durch Zusatz von Natronlauge oder Salzsaure in geringer Menge 
vor dem Zusatz der Dichloressigsiure beeinfluBt die Reaktion nicht. 
Dieselben Ablesungszahlen wurden ermittelt. 


Zur gleichen Menge Fallung wurden 0,025 cem n NaOH oder 0,10 cem 
n HCl zugesetzt. Nach Verdiinnung mit 50°,igem Methanol auf 2 ccm 
wurden 2ccm Dichloressigsiure zugesetzt. Nach Erwarmen und Kolori- 
metrieren wurden in zwei Proben folgende Autenrieth-Zahlen erhalten: 
Fiir die alkalische Lésung 50 und 50, fiir die saure Lésung 49 und 50 und 
fiir die reine Methanolaufschlammung 50 und 50. 


Die Menge der Aufschlammungsfliissigkeit wurde bei der gewaschenen 
Fallung aus 1 cem Serum von 1 zu 2 ccm variiert. 1 cem ist bei den meisten 
Seren zu wenig, da die Lésung dann zu dickfliissig und gelatinés wird. 
2cem haben immer geniigt. Das Volumen der Fallung variiert indessen 
recht betrachtlich. Der Niederschlag aus 2 ccm variiert nach der Waschung 
bei verschiedenen Seren zwischen 0,7 und 1,lecem. In der endgiiltigen 
Methode wird daher der Niederschlag aus 1 cem Serum auf 2 cem verdiinnt. 


Eine Verminderung der Dichloressigsiuremenge auf eine geringere 
Menge als die der Methanolaufschlammung fiihrt dazu, daf die Proben 
gelatinéser werden, vor allem werden sie aber nicht so klar. Der Methanol- 
aufschlammung ist daher die gleiche Menge Dichloressigséure zuzusetzen. 














Pena mee: niet 


peepee titan ee 





414 G. Ingvarsson: 


Die im vorstehenden beschriebenen Untersuchungen haben zu der 
folgenden 
Methode 
gefiihrt: 
Reagenzien. 
1. Vergleichslésung: a) Chromalaunlésung: 20 ¢ Chromalaun in 
200 cem dest. Wasser gelést, bis zum Sieden erhitzt unter Anwendung 
eines Kiihlers zur Vermeidung der Verdunstung und nach Blaugriin- 
werden der Lésung abgekiihlt; b) Nickelchloriirlésung: 8 g Nickel- 
chloriir (6 H,O) werden in dest. Wasser auf 100 ccm gelést; c) Kalium- 
bichromatlésung, 8 ig, d) Bilirubin ,, Homburg“ puriss. recente paratum. 


. 


2. Spir. cone. 

3. Methanol, 50-, 90- und 100 ig. 
. Petrolather. 

5. Dichloressigsaure. 


ifm 


Bei der Probe werden Zentrifugierréhrchen mit geeichter Grad- 
einteilung verwendet. 


~ 


Ausfiihrung. . 
Die Vergleichslésung. Eine Mischung aus 5 cem Chromalaunlésung, 
0,5 cem Kaliumbichromatlésung und 25 cem Nickelchloriirlésung wird 
in den Keil des Autenriethschen Kolorimeters gegossen und in Vergleich 
zu Bilirubin gestellt. Eine bekanrite Menge Bilirubin wird in 5 cem 
n/100 NaOH gelést. 5 ccm 100 %igen Methanols werden zugesetzt und 
die Lésung wird dann mit 50%igem Methanol bis zum geeigneten 
Volumen verdiinnt. Die gleiche Menge von 5 bis 6 mg-°%iger Bilirubin- 
lésung in 50°%,igem Methanol und von Dichloressigséure wird dann 
3 Minuten lang auf ein schwach siedendes Wasserbad gestellt. Schnelle 
Abkiihlung. Kolorimetrieren. : 

‘ Die Probe. 1cem Serum wird in einem mit Gradeinteilung ver- 
sehenen Zentrifugierréhrchen mit 2ccem Alkohol versetzt. Zentri- 
fugieren. Die klare Lésung wird abgegossen. Die Fallung wird mit etwa 
8 cem 50°, igen Methanols versetzt und mit einem Glasstab umgeriihrt, 
welcher dann wahrend der ganzen Dauer der Probe verwendet witd, 
ohne abgetrocknet zu werden. Lange dauerndes Zentrifugieren /mit 
hoher Umdrehungszahl. Das Waschen mit Methanol wird dann witder- 
holt, bis die Hijmans van den Berghsche Direktreaktion in dem Wasch- 
methanol negativ ist. j 

Die Fallung wird in etwa 2 ccm Petrolither und etwa 4 ccm 
9) °%igem Methanol aufgeriihrt. Zentrifugieren. Die Wasthung mit 
Petrolither und 90°%igem Methanol wird wiederholt, bis/der Petrol- 
iither farblos ist. Der Fallung wird 50°%iges Methanol bis zu 2 ecm 
Gesamtvolumen zugesetzt. Sorgfiltige Umriihrung mit dem Glasstab. 
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2cem Dichloressigsiure werden zugesetzt. Sorgfaltige Umriihrung. 
Der Glasstab wird entfernt. Die Probe wird 3 Minuten lang auf ein 
schwach siedendes Wasserbad gestellt, schnell abgekiihlt und kolori- 
metriert. 

Da die Fallung aus 1 cem Serum auf 2 cem verdiinnt worden ist, 
mu man die erhaltene Bilirubinzahl mit 2 multiplizieren, um den Wert 
im Serum in mg-%, zu erhalten. 

Eine Berechnung des mittleren Fehlers in mg-°%, Bilirubin im 
untersuchten Serum ist bei einer Anzahl Proben ausgefiihrt worden. 
Sie findet sich in der Tabelle III. Der mittlere Fehler der einzelnen 
Beobachtung betrigt +. 0,14 mg-%. 

An klinischem Material ist die Reaktion, rein qualitativ, vor- 
laufig positiv ausgefallen in allen Fallen von Carcinom des Ductus 


Tabelle II]. Bestimmungen von Prazipitatgallenfarbstoffen in 


einigen Seren. 








Serum sah x xX x? CY + 0,01)2 
1 2,23 0,18 0,0324 0,0361 
1,90 0,15 0,0225 0,0196 
2,06 0,01 0,0001 0,0004 
1,93 0,12 0,0144 0.0121 
2,12 0,07 0,0049 0,0064 
M, = 2,05 
Il 4,64 0,14 0,0196 0,0225 
4,41 0,09 0,0081 0.0064 
4,46 0,04 0,0016 0,0009 
M, = 4,50 
III 11,41 0,01 0,0001 0,0004 
11,50 0,10 0,0100 0,0121 
11,28 0,12 0,0144 0,0121 
M, = 11,40 
IV 5,83 0,10 0,0100 0.0081 
5,7 0,15 0,0225 0,0196 
5,90 0,03 0,0009 0,0004 
6,20 0,27 0,0729 0,0784 
M, = 5,93 
V 11,52 0,13 0,0169 0.0144 
11,40 - 0,23 0,0625 0.0576 
11,82 O17 0,0289 0,0324 
11,88 0,23 0.0529 0.0576 
11,64 0,01 0.0001 0) 
M, = 11,65 1,18 1,19 0.3957 0.3975 


Bilirubin 


0,3957 : 19 
+ | 0,0208 
+ 0,14 mg-% 
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choledochus und der Papilla Vateri und von Carcinoma pancreatis 
mit VerschluB der Gallenwege, in einigen Fallen mit Choledochus- 
steinen und in Fallen von schwerer Hepatitis. Negativ ist sie aus- 
gefallen in leichteren Fallen von Icterus catarrhalis, in Fallen von 
perniziéser Anaimie und bei familiirem himolytischem Ikterus. Uber 
die Bedeutung der quantitativen Bestimmung lat das vorliegende 
Material vorlaufig keine Schliisse zu. 
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